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Os fatores sigma alternativos do grupo 4, também chamados ECF (“extracytoplasmic 
function”) atuam principalmente na resposta a estresses detectados no envelope 
bacteriano e representam, juntamente com seus fatores anti-sigma cognatos, um 
importante mecanismo de transdução de sinal em bactérias. A bactéria Xanthomonas citri 
subsp. citri (X. citri) causa a doença cancro cítrico, que atinge a produção de laranja e de 
outras frutas cítricas de grande importância econômica. Curiosamente, dois genes que 
codificam fatores ECF (ecfK e ecfL) são encontrados em um grupamento gênico que 
codifica o sistema de secreção do tipo VI (SS6) de X. citri. Os SS6 são importantes 
maquinarias de translocação de proteínas através do envelope bacteriano e o estudo 
funcional do SS6 de X. citri demonstrou seu papel na resistência a predação pela ameba 
de solo Dictyostelium discoideum e o papel de EcfK na indução da expressão destes 
genes. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a função de EcfL, que possui 
contexto genômico típico de membros do grupo de fatores sigma ECF envolvidos na 
regulação da resposta a carência de ferro. Para isso, foram construídas linhagens mutantes 
nos genes que codificam EcfL e uma proteína transmembrana candidata a fator anti-sigma 
de EcfL. Os resultados obtidos indicam que ecfL é importante para o crescimento em 
carência de fosfato e para a utilização de ácido fítico como fonte deste nutriente. 
Observou-se também que a linhagem mutante em ecfL tem virulência reduzida em plantas 
hospedeiras, não se observando diferenças na capacidade de indução de resposta 
hipersensível em plantas resistentes. Além disto, os resultados demonstram que ecfL não 






















Bacterial alternative sigma factors of group 4, also called ECF ("extracytoplasmic 
function") act mainly in response to cell envelope stress and represent, along with their 
cognate anti-sigma factors, an important mechanism of signal transduction in bacteria. 
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) causes citrus canker disease, which affects the 
production of orange and other citrus fruits of great economic importance. Interestingly, 
two genes encoding ECF factors - ecfK and ecfL - are found in a gene cluster that encodes 
the type VI secretion system (T6SS) of X. citri. T6SS are multiprotein complexes that 
transverse the bacterial envelope and promote protein translocation to target cells or the 
extracellular milieu. The X. citri T6SS is required for increased resistance to predation by 
the soil amoeba Dictyostelium discoideum and induction of T6SS genes is dependent on 
EcfK. The present work aimed to characterize the function of X. citri ecfL, which has a 
genomic context typical of ECF sigma factors involved in the response to iron starvation. 
For that, mutant strains in the genes encoding EcfL and its putative cognate anti-sigma 
factor were constructed. Results obtained in this study indicated that ecfL is required for 
growth under low phosphate conditions and in the presence of phytic acid as the sole 
phosphate source. The ecfL mutant strain displays reduced virulence in host plants and is 
not impaired in the ability to induce hypersensitive response in resistant plants. We also 
show that ecfL is not required for the response to iron starvation or for resistance to 
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1.1. Xanthomonas citri pv. citri e o cancro cítrico 
As bactérias do gênero Xanthomonas, são bacilos gram-negativos, pertencentes a 
classe Gamma do filo Proteobacteria. As bactérias desse gênero possuem morfologia 
bacilar com a presença de um flagelo e são aeróbicas obrigatórias, suas colônias 
apresentam coloração amarelada devido à presença do pigmento xantomonadina. As 
espécies deste gênero são sub-divididas em patovares, de acordo com a especificidade 
de hospedeiros e tecidos que colonizam, sendo a Xanthomonas citri pv. citri (X. citri) 
um fitopatógeno que coloniza citros (Buttner & Bonas, 2010). (Figura 1) 
 
Figura 1. Gênero Xanthomonas. Estirpes caracterizadas, seus hospedeiros correspondentes e tecidos que 
colonizam. Legenda: Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
(Xoo), Xanthomonas citri pv. citri (Xac), X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) e X. oryzae pv. oryzicola (Xoc) 
(Adaptado de Buttner & Bonas, 2010). Com permissão para reprodução - FEMS Microbiology 
Reviews/Oxford University Press. 
 
O cancro cítrico prejudica o desenvolvimento de plantas da família Rutaceae, 
afetando principalmente o gênero Citrus. A bactéria sobrevive na superfície de folhas 
de citros como epífita sem causar sintomas, e a infecção ocorre através da entrada do 
fitopatógeno pelos estômatos ou feridas presentes na planta. No caso de Xanthomonas 
citri pv citri, as bactérias colonizam o mesófilo vegetal, onde proliferam causando os 
sintomas da doença, que é caracterizada pela formação de lesões circulares e bolhas 
encharcadas e de coloração amarelada, que, com o progresso da doença, formam 
pústulas e lesões necróticas típicas do cancro, ocasionando a erupção da epiderme, com 
a liberação de bactérias (Brunings & Gabriel, 2003; Buttner & Bonas, 2010) (Figura 2). 





Figura 2. Infecção por Xanthomonas citri pv. citri. Ciclo de infecção em plantas (Adaptado de Gottig et 
al. 2010). Reprodução livre. 
 
As bactérias causadoras dessa doença são espalhadas pelo vento e pela chuva 
(Fonte: USDA, novembro 2017; Brunings & Gabriel, 2003), o que dificulta o controle 
e erradicação da doença. No Brasil, a citricultura é uma importante atividade econômica, 
uma vez que o país é um dos principais exportadores mundiais de laranja (Vidal, 2018). 
Dessa forma o conhecimento da fisiologia e mecanismos de virulência, colonização e 
adaptação ao ambiente de Xanthomonas citri pv. citri é de grande importância para o 
controle da doença. 
 A linhagem de X. citri usada neste trabalho (X. citri 306) teve seu genoma 
sequenciado pela rede ONSA para pesquisa genômica (FAPESP) do Estado de São 
Paulo, sendo composto por um cromossomo circular de 5Mb e dois plasmídeos 
(pBRA33 e pBRA64).  Desde então, genomas de 34 diferentes espécies do gênero já 
foram sequenciados, incluindo Xanthomonas campestris pv. campestris, que possui 
somente um cromossomo e ausência de plasmídeos; Xanthomonas campestris 
pv. vesicatoria, que apresenta cromossomo circular e quatro plasmídeos e Xanthomonas 
oryzae pv oryzae, que apresenta somente um cromossomo  (da Silva et al., 2002; 
Thieme, et al.,2005; Lee, et al.,2005).  
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1.2. Fatores Sigma Bacterianos  
1.2.1. Transcrição em procariotos 
Em organismos procariotos, o cerne da RNA polimerase é formado pelas 
subunidades:  α (2), β,β’ e ω, e atua na síntese de RNA a partir de um molde de DNA 
sem, porém, ter capacidade de se associar a promotores e promover o início da 
transcrição (Ebright, 2000). Assim, para a etapa inicial da transcrição é necessária a 
ligação dos fatores sigma (σ) ao cerne, formando a holoenzima. Fatores sigma são, 
portanto, subunidades dissociáveis da RNA Polimerase (RNAP) que conferem 
especificidade para o reconhecimento de promotores pela ligação específica às regiões 
-10 e -35 do início da transcrição (Paget & Helmann, 2003).  
Os fatores σ são classificados em duas famílias, com base na similaridade aos 
fatores σ70 e σ54 de E.coli. A família σ54 atua em resposta a diferentes condições de 
crescimento assim como o σ70, porém apresentam divergências em relação a sua 
sequência, estrutura e ativação. Esse grupo teve sua primeira caracterização em 
Salmonella typhimurium, pelo grupo de Garcia, et al. (1977). 
Os fatores σ54 possuem três regiões, sendo a região I, onde ocorre a resposta a 
ativação e a transcrição da RNA polimerase na ausência de ativadoresr, a região II, pode 
estar ausente em algumas bactérias como a Rhodobacter capsulatus e está relacionada a 
abertura da fita de DNA e, por fim, a região III possui os determinantes para a ligação 
do DNA. Nessa família, as sequências consenso do promotor estão localizadas nas 
regiões -24 e -12. (Wösten 1998; Gallegos & Buck 2000). 
A maioria dos fatores sigma faz parte da família σ70, que foi dividida em grupos, 
com base na presença de até 4 domínios estruturais conservados: o domínio 1 está 
presente nos fatores sigma primários e sua função é na inibição da ligação do DNA; os 
domínios 2 e 4 são conservados em todos os fatores sigmas, e reconhecem as regiões -
10 e -35 dos promotores alvo, já o domínio 3, ausente apenas em fatores sigmas do 
grupo ECF, interagem com DNA a montante do elemento – 10 em promotores que não 
possuem o elemento – 35 (Figura 3).  
O grupo 1 abrange fatores sigma vegetativos ou primários, que controlam a 
expressão dos genes chamados “housekeeping”, como aqueles envolvidos no 
metabolismo e divisão celular, enquanto os grupos 2-4 incluem os fatores sigma 
chamados alternativos, que não são essenciais para o crescimento e estão presentes em 
condições ambientais específicas. No grupo 2 estão presentes os fatores sigma com alta 
similaridade aos membros do grupo 1, mas que não são necessários para o crescimento 
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bacteriano exponencial, sendo o fator de resposta geral a estresses. O grupo 3 é formado 
por fatores sigma regulados por sinais específicos, como choque térmico e esporulação, 
e o grupo 4 por fatores sigma de função extracitoplasmática (ECF), que respondem a 
sinais do ambiente extracitoplasmático (Paget & Helmann, 2003) (Figura 3). 
 
                                 
 
 
Figura 3. Funções e domínios presentes nos diferentes grupos de fatores sigmas da família σ70 (Paget, 
2015). Reprodução livre. 
 
O grupo 4 é o mais amplo e divergente da família σ70 e seus membros atuam em 
resposta a alterações na homeostase do envelope bacteriano, sendo também chamados 
de fatores σ ECF (do inglês “Extracytoplasmic function”). Os fatores sigma ECF foram 
divididos em 66 grupos, com base em diversas características, incluindo: similaridade 
de sequência, arquitetura dos domínios e conservação de estrutura genômica (Starón, 
et.al. 2009). Em uma classificação mais recente, novos grupos foram identificados, 
levando em consideração a distribuição taxonômica, conservação genômica e 
mecanismo de sinalização, chegando-se a um total de 94 grupos (Mascher, 2016). 
Alguns genomas bacterianos codificam diversos fatores sigmas ECF, o que está 
relacionado a capacidade de adaptação a nichos ambientais distintos (Mascher, 2013). 
A maioria dos fatores sigma ECF caracterizados tem sua atividade regulada pela 
ligação a um fator anti-sigma cognato. Nesta via de sinalização, esquematizada na 
Figura 4, os fatores anti-σ permanecem ligados ao seu fator sigma na ausência de sinal 
e, quando ocorre um estímulo externo, o fator anti-σ é inativado, liberando o fator sigma 
(Starón et al., 2009; Mascher, 2013). Em geral, o fator anti-sigma tem um domínio 
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transmembrana e um domínio sensor extracitoplasmático, mas a função sensora pode 
também envolver outras proteínas. Porém, estudos recentes têm demonstrado diversos 
mecanismos de ativação, incluindo: regulação por proteólise; interação proteína-
proteína; mudanças conformacionais; vias de transdução de sinal envolvendo Ser/Thr 
quinases (Mascher, 2013).  
Um dos fatores sigma ECF cuja sinalização é mais bem descrita é RpoE (σE) de 
E. coli, com homólogos encontrados na maioria dos filos de bactérias (Starón et al., 
2009). O fator σE é codificado pelo gene rpoE e forma um operon com os genes rseA 
(fator anti-σE) e genes que codificam outras proteínas envolvidas na resposta, como 
proteases que inativam o fator anti-sigma (Bordes et al., 2010; Missiakas et al., 1997). 
No modelo caracterizado em E.coli, o fator anti-σE (RseA) mantém o fator σE inativo na 
ausência de um sinal de estresse. Na presença de sinal de estresse, como choque térmico 
extremo, RseA é clivado pelas proteases periplasmáticas DegS e YaeL, ocorrendo então 
a liberação de σE (Ades, 2004).  
A expressão da maioria dos fatores sigma ECF já caracterizados é autorregulada 
positivamente e os genes que codificam os fatores anti-σ cognatos são, em geral, co-
expressos em mesmo operon com o gene do fator sigma (Starón et al., 2009). Outra 
característica tipicamente encontrada em fatores σ ECF é a presença da sequência 
“AAC” no elemento -35 dos promotores por eles reconhecidos. Alguns membros desta 
família com efeitos importantes na fisiologia bacteriana já foram caracterizados, tais 
como AlgU de Pseudomonas aeruginosa e σE de Vibrio cholerae, ambos envolvidos na 
regulação de genes de virulência (Bashyam & Hasnain, 2004) e σE de Salmonella 
enterica serovar Typhimurium, que atua na resposta ao acúmulo de espécies ativas de 
oxigênio, entrada na fase estacionária e presença de peptídeos antimicrobianos 




Figura 4. Modelo de transdução de sinal dependente de fatores sigma ECF. Na ausência de sinal, o 
fator σECF (verde) permanece ligado ao fator anti-σ (azul). Na presença de sinal, o fator σECF é liberado 
pelo fator anti-σ, e se liga as demais subunidades da RNA polimerase (holoenzima). A RNA polimerase 
reconhece a região -10 e -35 do promotor, iniciando a transcrição dos genes alvo (Mascher, 2013). Com 
permissão para reprodução Current Opinion in Microbiology/ Elsevier 
 
1.2.2. Família de Receptores Dependentes de TonB 
A captação de diversos nutrientes em bactérias gram-negativas requer a presença 
de proteínas transportadoras na membrana externa, que internalizam nutrientes 
presentes em baixa concentração e moléculas incapazes de atravessar de forma passiva 
canais de porina. Dentre eles, os transportadores dependentes de TonB (TBDRs, do 
inglês “TonB-dependent receptor”) estão relacionados ao transporte de compostos e 
micronutrientes, tais como quelantes de ferro e outros metais, vitamina B12, 
carboidratos e complexos de níquel (Noinaj et al., 2010; Blanvillain et al., 2007). Para 
promover o transporte ativo de nutrientes, os TBDRs requerem energia para o 
transporte, essa energia é proveniente da força próton-motora e é fornecida através de 
sua interação com o complexo formado pela proteína periplasmática TonB e as proteínas 
de membrana interna ExbB e ExbD (Koebnik, 2005; Noinaj, 2010).  
Em E. coli foi descoberto uma subclasse de TBDR, cujos membros estão 
envolvidos no transporte e na transdução de sinal, através da interação com um subgrupo 
de fatores sigmas ECF e seus fatores anti-sigmas, e para diferenciá-los dos TBDR 
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convencionais, essa subclasse foi denominada TBDTs (do inglês “TonB-dependent 
transducer”). Estes TBDTs apresentam uma região N-terminal que interage com o fator 
anti-sigma, diferenciando-se dos TBDRs convencionais que não apresentam N-terminal 
em sua maioria (Koebnik, 2005). 
As proteínas TBDT, receptores dependentes de TonB, possuem três regiões, que 
: extensão N-terminal, “plug” e β-barril. A região N-terminal do “plug” presente nos 
TBDTs está localizada no interior do β-barril, e o TonB box está localizado na região 
N-terminal próxima ao espaço periplasmático e quando ocorre o reconhecimento de um 
sideróforo, a energia proveniente da interação do TBDT com ExbB e ExbD realiza uma 
modificação conformacional no β-barril, permitindo a entrada do sideróforo para o 
espaço periplasmático (Noinaj, 2010) (Figura 4). 
O trabalho de Koebnik (2005), analisou 110 genomas em busca de identificar os 
TBDR/Ts em bactérias, e encontrou 84 genomas com a presença desses transportadores. 
Praticamente todas as bactérias que não possuem TBDRs são  patógenos obrigatórios. 
O gênero Xanthomonas apresenta em torno de 34 a 66 TBDR de acordo com a espécie 
analisada, outras bactérias como Caulobacter crescentus apresenta 60 TBDR e 
Bacterioides apresentam de 90 a 115 TBDRs. Além disso, dos 84 genomas encontrados, 
somente 26 apresentavam TBDTs envolvidos em transdução de sinal, possuindo em 
torno de 1 a 6 por genoma. Koebnik (2005), concluiu então que a presença de TBDTs 
no genoma é uma exceção em bactérias. A espécie X. citri apresenta 68 TBDRs preditos 
por análise de sequência e dois deles possuem extensão N-terminal característica de 





Figura 5. Sinalização envolvendo TBDTs e fatores sigma ECF. O transdutor de sinal localizado na 
membrana externa (1 - azul) interage com o complexo de energia TonB-ExbBD (2- laranja, rosa e amarelo) 
para o transporte de nutrientes. Nos TBDTs a ligação de substratos ao TBDTs induz a ligação da sua porção 
N-terminal ao fator anti-sigma (3- vermelho), que libera o fator sigma para ativação de genes fecABCDE 
(4 - verde). Siglas: CM: membrana citoplasmática; OM: membrana externa. (Koebnik, 2005). Com 
permissão para reprodução Trends in Microbiology/ Elsevier 
 
Os fatores sigma ECF do tipo FecI (σFecI) compõe um grupo que se caracteriza por 
ter sua atividade regulada pela disponibilidade de ferro extracelular, associado citrato 
(citrato férrico), a sideróforos ou heme (Missiakas & Raina, 1998; Braum, et al., 2003; 
Krewulak & Vogel, 2007). Em E.coli, a cascata de sinalização para indução de genes de 
transporte de citrato férrico (operon fecABCDE) envolve o TBDT FecA na membrana 
externa; FecR, presente na membrana citoplasmática e FecI, situada no citoplasma (Braun 
et al., 2003). O fator σFecI tem sua atividade regulada pelas proteínas FecA e FecR, sendo 
que FecR atua como fator modulador da atividade de σFecI (Figura 6) (Mascher, 2013).  
Na ausência de citrato férrico, a ligação de FecR a σFecI impede sua interação com 
a RNA polimerase, inibindo sua atividade. Porém, a ligação de citrato férrico a proteína 
FecA desencadeia uma cascata de sinalização, na qual a extremidade amino-proximal de 
FecA interage com a extremidade carboxi-proximal de FecR, que por sua vez transmite 
o sinal até o fator σFecI, que se torna capaz de interagir com a RNA polimerase e ativar a 
transcrição do operon que codifica as proteínas envolvidas no transporte de citrato férrico, 







FecR e, por isso, este último não atua como fator anti-sigma clássico (Figura 5). A 
interação entre FecA e FecR é dependente da proteína TonB (Braun et al., 2003), uma 
vez que a região C-terminal de TonB interage com a região N-terminal de FecA ativando 
a proteína transportadora (Braun et al., 2005). É importante destacar que neste modelo de 
sinalização, a expressão do operon que contém fecI e fecR é reprimida pela proteína Fur 
na presença de Fe2+ intracelular (complexo Fe2+-Fur liga-se ao DNA em uma sequência 
consenso específica) e induzida pela carência de ferro, que promove o desligamento de 
Fur de sua sequência de reconhecimento no promotor.  
Assim, este fator ECF não sofre autorregulação positiva e possui promotor 
reconhecido por σ70. Portanto, a expressão de fecIR é induzida por carência de ferro e a 
atividade do fator σ é induzida pela presença de citrato férrico extracelular (Braun et al., 
2003). O papel de FecR como modulador positivo e negativo da atividade de FecI em 
função da interação com FecA também foi demonstrado para o homólogo na bactéria 
Ralstonia solanacearum (Brito et al., 2002). Porém, homólogos em outras bactérias 
apresentam atividade característica de fatores anti-sigma clássicos, atuando apenas como 
inibidores, conforme demostrado em espécies dos gêneros Bordetella, Serratia e 
Pseudomonas (Braun & Mahren, 2005). Até o momento poucos homólogos desta família 
de sigmas ECF foram caracterizados e novos mecanismos de regulação e genes-alvo 










Figura 6. Esquema da sinalização envolvendo FecA, FecR e FecI. A ligação de citrato de ferro ao FecA 
na membrana externa é reconhecida por TonB que envia sinal de ativação para FecR situado na membrana 
interna. O FecR ativado está ligado ao FecI pela sua região N-terminal, essa ligação permite a ativação de 
FecI, que por sua vez promove o recrutamento da RNA polimerase (Brooks & Buchanan, 2008), ativando 
os genes fecBCDE, envolvidos na captação de citrato férrico. Com permissão para reprodução Biochimica 
et Biophysica Acta (BBA) – Biomembranes/ Elsevier 
 
1.2.3. Fatores Sigma ECF de Xanthomonas 
A análise de genomas bacterianos disponíveis demonstra que a quantidade e 
diversidade de fatores sigma alternativos da família ECF em espécies bacterianas tem 
relação direta com o ambiente em que vivem. Assim, bactérias de vida livre e adaptadas 
a ambientes distintos em geral possuem diversos fatores ECF, enquanto bactérias 
intracelulares obrigatórias ou com capacidade limitada de adaptação tendem a não 
apresentar membros desta família, como é caso dos gêneros Chlamydia e Rickettsia 
(Staron, et al. 2009; Österberg et al. 2011). 
Xanthomonas campestris pv. campestris, patógeno responsável por ocasionar a 
doença da podridão negra em vegetais crucíferos (Família Brassicaceae), teve seu fator 
sigma alternativo σE caracterizado, fator sigma que desempenha papel essencial para a 
sobrevivência da bactéria perante alterações do ambiente em que se encontra. Esse fator 
sigma tem características similares ao ECF clássico de E.coli σE, possui sua transcrição 
autorregulada e está organizado em operon com o gene anti-σ rseA e o gene mucD, que 
codifica uma serina protease periplasmática que alivia o estresse no periplasma por meio 
de degradação de proteínas da membrana externa. Os genes do operon também possuem 
sua transcrição regulada por um promotor que depende do σE, sendo necessária para a 
sobrevivência da bactéria em fase estacionária e adaptações ao ambiente, como por 
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exemplo, temperatura elevada e resistência em ambiente com presença de cádmio 
(Bordes, et al., 2010). 
 O genoma de X. citri apresenta 13 fatores sigma alternativos, além do fator 
vegetativo σ70Xac3788. Dois fatores sigma fazem parte da família σ54 (xac1969 e xac2972) 
e outros dois fatores sigma pertencem ao grupo 3 da família σ70 sendo eles: σFliaxac1933 e 
σ32xac3824, relacionados com a expressão dos genes flagelares e que respondem ao choque 
térmico, respectivamente. O genoma de X. citri codifica 9 fatores sigma ECF, sendo eles 
codificados por: xac0922, xac1319, xac1380, xac1682, xac2191, xac2814, xac3989, 
xac4128 (ecfK) e xac4129 (ecfL). O fator sigma codificado pelo gene ecfK pertence ao 
grupo ECF43, que tem como característica a ausência de um fator anti-sigma e co-
ocorrência em genomas bacterianos com um gene que codifica uma serina/treonina 
quinase  (Mascher, 2013). Nosso grupo de pesquisa realizou a primeira caracterização 
funcional de um sigma ECF de X. citri, demonstrando que ecfK é necessário para a 
resistência à predação por amebas, através da indução de sistema de secreção do tipo 6, 
sendo que esse fator sigma é ativado através de uma cascata de sinalização mediada por 
PknS (Ser / Thr quinase) (Figura 7) (Bayer-Santos & Lima, et al.,2018). 
Curiosamente, o mesmo grupamento gênico que possui ecfK e os genes do SS6 
codifica outro fator sigma ECF, denominado ecfL (Figura 7). Embora em uma 
classificação recente de fatores ECF bacterianos EcfL não seja classificado no grupo que 
inclui FecI de E.coli e seus homólogos (Mascher & Pinto, 2016), a organização genômica 
é característica deste grupo (Figura 7). Assim, observa-se que o gene se encontra em 
possível operon com um anti-sigma do tipo FecR e na vizinhança de um gene que codifica 
um TBDT. Além de ecfL, o gene xac2191 também apresenta organização genômica típica 




Figura 7. Esquema mostrando a organização estrutural da região do genoma de X. citri responsável 
por codificar os componentes SS6. (Lima, L. P., 2017) 
 
1.3. Sistemas de secreção bacterianos 
Um importante mecanismo usado para a adaptação ao ambiente, disseminação e 
virulência de bactérias é a ativação de sistemas de secreção de macromoléculas, 
complexos proteicos responsáveis pela translocação regulada de proteínas, que interagem 
com o meio extracelular ou agem no interior de células-alvo, eucarióticas ou 
procarióticas. Em bactérias gram-negativas foram caracterizados 9 tipos de sistema de 
secreção (SS), denominados SS1 a SS9, sendo seis deles amplamente disseminados (SS1 
ao SS6) (Desvaux et al., 2009, Green & Mecsas, 2016).  
O SS3 é responsável pela translocação de proteínas efetoras para o interior de 
células eucarióticas, por isso, seu papel está relacionado com a virulência da bactéria em 
plantas e animais. Em bactérias do gênero Xanthomonas esse sistema é codificado pelos 
genes hrp (do inglês “hypersensitive response and pathogenicity”) e são responsáveis por 
causar a virulência em plantas suscetíveis e resposta hipersensível (HR) em plantas 
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resistentes. HR é uma resposta de defesa desencadeada em plantas não-hospedeiras por 
proteínas efetoras secretadas via SS3, que gera morte celular na região onde ocorre a 
proliferação bacteriana e impede a colonização pela bactéria (Lindgren, et al. 1986; 
Lindgren, 1997;  Dangl & Jones, 2001; Buttner & He, 2009).  
Em X. citri, os genes hrp são controlados por dois reguladores: HrpG e HrpX (Guo, 
et al., 2011). A ativação dos genes hrp, ocorre quando um sinal é detectado por um sistema 
de transdução de sinal localizado na membrana externa, que envia esse sinal para o HrpG, 
que por sua vez ativa a expressão de outros genes hrp via HrpX, permitindo a formação 
do aparato do SS3 (Buttner & Bonas, 2002). 
Em X. citri, os SS2 denominado Xcs e Xps, e SS3 são essenciais para a 
patogenicidade em plantas (Buttner & Bonas, 2010), o SS4 presente no cromossomo atua 
no direcionamento de toxinas na competição entre bactérias (Souza, et al., 2015) e o outro 
SS4, presente no plasmídeo pXAC64 apresenta características típicas de SS4 envolvidos 
em conjugação; e o SS5 é responsável pelo transporte de adesinas (Gerlach & Hensel, 
2007). 
Os SS6 são capazes de interagir com células procarióticas e eucarióticas, atuando, 
principalmente na secreção de proteínas tóxicas a outros micro-organismos, incluindo 
bactérias, fungos e amebas (Zoued et al., 2014). Alguns deles também atuam na secreção 
de proteínas efetoras importantes para a colonização de hospedeiros eucarióticos (Zoued 
et al., 2014). Recentemente, foram identificados SS6 envolvidos na secreção para o meio 
extracelular de proteínas de captação de metais, como zinco e manganês, por mecanismo 
independente de contato (Si et al., 2017).  
Os SS6 são formados por 13 proteínas que compõe sua estrutura básica, chamados 
TssA-TssC, TssE-G, TssJ-M, Hcp, ClpV e VgrG (Boyer et al., 2009; Cianfanelli et al., 
2016) e apresentam homologia estrutural e funcional com a maquinaria de injeção de 
DNA de fagos da família T4 (Zoued et al., 2014).  O mecanismo de injeção de proteínas 





Figura 8. Esquema da estrutura e mecanismo de funcionamento do sistema de secreção tipo VI. 
(A) O início da montagem do SS6 envolve os componentes de ancoragem TssM, TssJ e TssL. (B) A 
segunda etapa consiste na contração e disparo do tubo interno em direção a célula-alvo, os componentes 
PAAR e VgrG formam o dispositivo de perfuração. (C) Após liberação dos efetores dentro da célula-
alvo, a estrutura é desmontada pela ATPase CIpV. IM: membrana interna; OM: membrana externa; PG: 
peptideoglicano. (Cianfanelli et al., 2016). Com permissão para reprodução Trends in Microbiology/ 
Elsevier 
1.4. O fator sigma EcfL: literatura e resultados prévios  
Uma caracterização prévia de ecfL já foi iniciada por nosso grupo de pesquisa durante 
o Mestrado da aluna Lídia dos Passos Lima (Lima, L. P., 2017). Uma linhagem de super-
expressão de ecfL foi obtida para análise de seu efeito na expressão dos genes vizinhos e 
identificação do regulon de ecfL por RNA-seq. Os resultados demonstram que a super-
expressão de ecfL não promove indução na expressão de ecfK (xac4128) ou dos genes 
que codificam os componentes estruturais do SS6, localizados na vizinhança de ecfL 
(Figura 1). Observou-se que EcfL regula positivamente a expressão dos genes xac4131, 
xac4132, xac4133, únicos identificados na análise por RNA-Seq (Lima, L.P, 2017).  
Conforme citado anteriormente, xac4131 codifica um TBDT, potencial regulador da 
atividade de EcfL. Aini e colaboradores (2010) descreveram o papel desenvolvido por 
xac4131 em X. citri. O mutante do xac4131 construído pelo grupo possuía uma mutação 
pontual no gene hrpG (pG*- fosforilado constitutivamente), permitindo que esse gene 
fosse constitutivamente expresso. Ensaios de indução de resposta hipersensível (HR) em 
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plantas não-hospedeiras de X. citri com as estirpes do tipo selvagem e mutante de 
xac4131, indicaram que a reação foi mais tardia na região infiltrada com o mutante em 
comparação com o tipo selvagem, indicando um possível papel nesta resposta. Em seu 
trabalho, o grupo de Aini demonstrou que o xac4131 regula a expressão do gene hrpG, o 
que poderia explicar a diminuição da resposta hipersensível observada no mutante em 
comparação com a linhagem selvagem. A expressão dos genes hrp observada em um 
meio que induz esses genes, não foi completamente abolida, porém apresentou queda em 
comparação com a linhagem selvagem (Aini et al., 2010). A caracterização de linhagem 
mutante no gene xac4131 demonstrou que o gene não é essencial para a virulência em X. 
citri (Aini et al., 2010). 
O trabalho do grupo de Aini, também mostrou que os genes ecfL e xac4130, além de 
xac4131, apresentavam aumento da expressão em condição de carência de ferro e na 
linhagem mutante no gene que codifica a proteína repressora Fur, indicando repressão em 
resposta a altos níveis intracelulares de ferro, de forma similar a fecI/fecR/fecA de E.coli. 
O trabalho também concluiu que a mutação em xac4131 afetava a expressão dos genes 
ecfL e xac4130, porém o estudo de Aini et al. (2010) não descreve a caracterização de 
ecfL e xac4130. 
O gene xac4132 codifica uma proteína com peptídeo sinal de transporte através da 
membrana citoplasmática e um domínio de fosfatase ácida encontrado em fitases, 
enzimas que degradam ácido fítico, uma fonte orgânica de fosfato abundante em plantas 
e em D. discoideum (Weber, et al. 2014). O xac4132 presente em X. citri, é encontrado 
em diversas outras bactérias do mesmo genêro. Em Xanthomonas oryzae pv. oryzae, por 
exemplo, a proteína PhyA que é necessária para virulência e utilização do ácido fítico 
como fonte de fosfato, possui similaridade com proteínas encontradas em X. citri, como 
xac2519 (Chatterjee, et al., 2003). Além disto, uma proteína efetora secretada pelo SS3 
de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, atua como fitase e interfere na produção dos 
hormônios vegetais durante a infecção (Bluher, et al., 2017). Assim, é possível que a 
proteína codificada por xac4132 atue na utilização de ácido fítico como fonte de fosfato. 
Pegos, et al. (2014) demonstrou que X. citri apresenta genes ortólogos aos genes do 
regulon Pho de E.coli, como por exemplo o sistema PhoR/PhoB, relacionados a captação 
de fosfato inorgânico. 
 O gene xac4133 codifica uma proteína contendo peptídeo sinal, indicando sua 
localização periplasmática. Além disto, a proteína codificada por xac4133 possui domínio 
de lectina (jacalina), envolvido no reconhecimento de carboidratos presentes na superfície 
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de células eucarióticas, e domínio EEP (endonuclease-exonuclease-fosfatase), envolvido 
na clivagem de ligações fosfodiéster, ambos encontrados em toxinas bacterianas. Esse 
gene apresenta homologia com o gene rv0888 de Mycobacterium tuberculosis. O gene 
rv0888, apresenta atividade de esfingomielinase, ou seja, realiza a quebra da 
esfingomielina em compostos que são utilizados como fonte de carbono, nitrogênio e 
fósforo. A Mycobacterium tuberculosis, utiliza esse gene no processo de infecção (Speer, 
et al., 2015). O grupo de Flores-Diaz, et al. (2016) demonstrou que esfingomielinases e 
fosfolipases são necessários para a virulência das bactérias pois contribuem para escapar 
de fagossomos, o que consequentemente favorece a colonização. 
Da mesma forma, a proteína codificada por xac4132 pode ser um efetor secretado 
para células eucarióticas, atuando na defosforilação de quinases ou alvos destas proteínas 
em vias de transdução de sinal. Um mecanismo deste tipo foi observado para fosfatases 
ácidas de Francisella, que atuam na supressão do ataque oxidativo que ocorre no 
fagossomo de macrófagos, permitindo a sobrevivência e proliferação da bactéria (Hoang 
2016). Assim, é possível que xac4132 e xac4133 sejam toxinas secretadas pela bactéria 
para permitir a sobrevivência em amebas ambientais, como prediz o programa Blastion6, 







Figura 9. Domínios conservados presentes nos genes xac4132 e xac4133. a) O gene xac4132 apresenta 
o domínio de fosfatase ácida e (b) o gene xac4133 apresenta os domínios de lectina e endonuclease-
exonuclease-fosfatase (análise CD-Search/NCBI). 
 
Dados do laboratório demonstraram que ecfL regula xac4131, xac4132 e xac4133, 
porém, o papel deste fator sigma e dos genes por ele regulados ainda é desconhecido. O 
objetivo do presente trabalho foi caracterizar o fator sigma EcfL, através de análises 
fenotípicas e de expressão gênica, buscando-se identificar as condições fisiológicas em 
que este fator sigma e os membros de seu regulon são importantes para a virulência e 
adaptação de X. citri ao ambiente. 
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2.  OBJETIVOS 
 Esse trabalho tem como objetivo caracterizar a função do gene ecfLxac4129 na 
fisiologia de Xanthomonas citri pv. citri, analisando seu papel na resposta a carência de 
ferro, carência de fosfato, carência de carbono, virulência e predação pela ameba D. 
discoideum. Além disso, o trabalho também se propôs a identificar as condições que 
promovem a expressão de EcfL e de seu regulon.  
 Objetivos Específicos: 
 i) análise fenotípica de linhagem com deleção não-polar do gene; 
ii)análise da expressão do gene ecfL em diversas condições de crescimento através 





















3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Linhagens e condições de cultivo 
As linhagens de Escherichia coli (E. coli) DH5α foram cultivadas em meio LB 
(triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; pH 7,5) a 37°C e os antibióticos 
utilizados para seleção foram canamicina (50g/ml) e estreptomicina (100g/ml). As 
linhagens de X. citri foram cultivadas a 30°C em meio LB (triptona 10 g/L; extrato de 
levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; pH 7,5), 2xTY (16 g/l triptona, 10 g/l extrato de levedura, 
5 g/l NaCl, pH 7.4) ou XVM2 (NaCl 20 mM; (NH4)2SO4 10 mM; MgSO4 5 mM; CaCl2 
1 mM; KH2PO4 0,16 mM; K2HPO4 0,32 mM; FeSO4 0,01 mM; frutose 10 mM; sacarose 
10 mM; casaminoácidos 0,03%, pH 6.7). Os meios de cultura usados para ensaios de 
carência nutricional estão descritos no item 3.5. Utilizou-se os antibióticos ampicilina 
(100g/ml), estreptomicina (50g/ml) ou canamicina (50g/ml), para seleção. Para o 
crescimento em meio sólido, foi adicionado 1,5% de ágar aos meios de cultura, e os 
estoques das linhagens de E. coli e X. citri foram mantidos em 15% e 40% glicerol, 
respectivamente, e armazenados a -80°C.  As linhagens de bactérias utilizadas estão 
descritas na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Linhagens utilizadas no projeto de pesquisa. 
Espécie Linhagem Característica Referência 
Escherichia coli DH5α 
supE44 lacU169 (80 lacZ M15) hsdR17 recA1 




citri pv. citri 
Xac306  Isolado 306 de X. citri, cepa selvagem 
da Silva et al, 
2002 
ΔecfL 
Derivada da X. citri selvagem (WT). Mutante com 




Derivada da X. citri selvagem (WT). Mutante com 




Derivada da X. citri selvagem (WT). Mutante com 
deleção em fase do gene hcp. 
Ceseti, L. M. 
ΔtssL 
Derivada da X. citri selvagem (WT). Mutante com 
deleção em fase do gene tssL. 











3.2 Vetores, construções e oligonucleotídeos 
Os plasmídeos e construções utilizadas estão descrito na tabela 2 e 3 e os 
oligonucleotídeos estão descritos na tabela 4, e foram sintetizados na escala de 25nmol, 
desbloqueados e dessalinizados (Invitrogen, IDT e Exxtend). 
Tabela 2. Vetores e plasmídeos utilizados no projeto de pesquisa.  
Vetor Características Fonte ou Referência 
pXAC 
Vetor de expressão indutível por arabinose pBRA, 
derivado do pBAD24 (Andrade M e Farah CS, não 
publicado) 
Marroquim M, Andrade M e 
Farah, CS (dados não 
publicados) 
pNPTS138 Replicon ColE1, oriT, npt (Kmr),sacB  M.R.K. Alley 
pGLR1 
 GFP(SphI e HindIII) e luxCDABE (HindIII e SpeI)  
em origem de replicação pBBR1, resistência a 
canamicina, e estão localizados a jusante do sítio 
múltiplo de clonagem 
Benedetti et al., 2012 
 
Tabela 3. Construções utilizadas nesse trabalho. 
Construção Vetor Descrição  Referência 
pJP001 
pNPTS138 
Fragmento contendo deleção em fase do gene ecfL 
com sítios para HindIII e EcoRI 
Este trabalho 
pJP002 
Fragmento contendo deleção em fase do gene 





















Tabela 4.Oligonucleotídeos utilizados. 
Nome Sequência Gene alvo/Utilização 
xac4129 - F1for AATAAGCTTTCGGCCACCAGCATCAAT 
xac4129/construção 
ΔecfL (pJP001) 
xac4129 - F1rev CTTGACCATGTGGCCATGCTCGGTGAACAGACG 
xac4129/construção 
ΔecfL (pJP001) 
xac4129 - F2for CACATGGTCAAGAAATACGTGGTG 
xac4129/construção 
ΔecfL (pJP001) 
xac4129 - F2rev TTACTGAATTCGTCGAACGCGGTGCCGAT 
xac4129/construção 
ΔecfL (pJP001) 
xac4130 - F1for AATAAGCTTCCACGTCATGGGCAGCAA 
xac4130/construção 
Δanti-ecfL (pJP002) 
xac4130 - F1rev GACGATGTGCAGTTGCAGCGATGCCAGTG 
xac4130/construção 
Δanti-ecfL (pJP002) 
xac4130 - F2for CTGCACATCGTCAGCCAT 
xac4130/construção 
Δanti-ecfL (pJP002) 
xac4130 - F2rev TTACTGAATTCCGTAGACGAATTGCAGAC 
xac4130/construção 
Δanti-ecfL  (pJP002) 





xac4130 – Crev CAGGTCGACACGCACGTGAGCGCAAGC 
xac4130/construção 
Δanti-ecfL++ (pJP003) 
4129QRTFOR CGGTGCTGGTGATGCAGTAC Xac4129/RT-qPCR 
4129QRTREV GCGCACCACGTATTTCTTGA Xac4129/RT-qPCR 
4147QRTFOR GTGGATATCACCTTCGAAAGCAT Xac4147/RT-qPCR 
4147QRTREV GCGCTTCCAGCAATTTGG Xac4147/RT-qPCR 
4124QRTFOR ACGCCAAGCAGCGCACCTACT Xac4124/RT-qPCR 
4124QRTREV AGATGCCTTCGCGTTCCA Xac4124/RT-qPCR 
xac4131-RT-F TGACCTTCGAGTGGTACATCGA Xac4131/RT-qPCR 
xac4131-RT-R ACAGCTGGGTCTGGATGAAACT Xac4131/RT-qPCR 
4132FwRT GATGCGCAGGCTTGGAAT Xac4132/RT-qPCR 
4132RvRT CAGGTGTTCGAGCGTATCGA Xac4132/RT-qPCR 
4133FwdRT CAGCCAGTTGTCGCAATTCA Xac4133/RT-qPCR 
4133RvRT ATCACCAGCACGGCGTTAC Xac4133/RT-qPCR 




Promotor de ecfL / 
Construção pJP004 
xac4129-R-pglr CAGGTCGACCTTTGGATGTGCCGACAC 
Promotor de ecfL/ 
Construção pJP004 
xac4131-F-pglr AACAGGAATTCCGACGATCTCGCCGGCCT 
Promotor de xac4131 / 
Construção pJP005 
xac4131-R-pglr CAGGTCGACGATGCGGCGACTACCCA 
Promotor de xac4131 / 
Construção pJP005 
RpoC For AGCGTGATGGCCTGTTCTG 
rpoCxac0966/RT-
PCRq 
RpoC Rev CCGCACAGGCATTCGTAGT 
rpoCxac0966/RT-
PCRq 
RpoB For GGATTCCTATCGCGAATTCCT 
rpoBxac0965/RT-
PCRq 








3.3  Isolamento de plasmídeos, digestão com enzimas de restrição, ligação e 
sequenciamento. 
Os plasmídeos foram extraídos através do kit GeneJet Plasmid Extraction kit 
(ThermoScientific), conforme instruções do fabricante. Os fragmentos resultantes de 
digestão ou o DNA extraído (plasmidial) foram analisados por eletroforese em gel de 
agarose em tampão TAE (Tris-acetato-EDTA), com coloração com HydraGreen 
(ACTGene) e visualização sob luz UV.  
Amplificações do DNA genômico de X. citri foram realizadas com os primers de 
interesse por PCR com utilização da Phusion Polimerase (Thermo Scientific), e 
confirmadas pela eletroforese de gel de agorase, assim como os plasmídeos digeridos.  
Após purificação dos fragmentos de plasmídeos e insertos amplificados e digeridos, 
o vetor e inserto era ligados através da incubação por 1 h a 22ºC, com T4 DNA ligase e 
tampão fornecido pelo kit da Thermo Scientific. Os clones tiveram seus insertos 
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sequenciados pelo método de Sanger, com o kit “BigDyeTerminator v.3.1 
CycleSequencing Kit” e usando o serviço disponível na Central Analítica IQ/USP.  Além 
disso, após a transformação e eletroporação (descrito nos próximos itens) realizou-se a 
confirmação dos clones através de PCR de colônia realizados com Taq Polimerase 
(Thermo Scientific) afim de confirmar a presença do inserto no clone desejado. 
 
3.4 Transformação  
Os plasmídeos foram transformado em E.coli através de choque térmico. As células 
DH5α, eram descongeladas por 15 minutos no gelo, após esse tempo, adicionava-se o 
plasmídeo e incubava-se no gelo por mais 30 minutos, após isso as células eram colocadas 
por 2 minutos  a 42ºC, e após isso incubadas mais 5 minutos no gelo. Após a realização 
desse protocolo as células eram  recuperadas  em meio SOC (triptona 20g/L; extrato de 
levedura 5g/L; NaCl 0,5g/L; KCl 2,5mM; 0,35% glicose) por 1h e plaqueamento em LB 
contendo o antibiótico para seleção. 
O preparo das células competentes de E.coli, eram realizadas de acordo com dois 
protocolos  descritos por Sambrook & Russel (2001). 
No primeiro, as culturas de E.coli cresciam por 16 horas e após esse período eram 
diluídas 100x no meio SOB (triptona 20g/L; extrato de levedura 5g/L; NaCl 0,5g/L; KCl 
2,5mM; pH 7,5) até a fase exponencial (DO600nm = 0,6). Após esse período, as células 
coletadas eram colocados no gelo por 15 minutos com adição de 10 mM MgCl2. As 
células, então eram coletadas através da centrifugação 3000xg e ressuspendidas em 
tampão RF1 (KCl 10 mM; MnCl2.4H2O 50 mM; acetato de potássio 30 mM; CaCl2.2H2O 
10 mM; glicerol 15%, pH 5,8), seguindo-se de incubação no gelo por 15 minutos. Após 
incubação, as células eram centrifugadas a  3000xg e coletadas para serem ressuspendidas 
em tampão RFII (MOPS 10 mM; KCl 10 mM; CaCl2.2H2O 75 mM; glicerol 15%), 
aliquotadas e estocadas a -80ºC.  
No segundo protocolo, 100 mL de E. coli eram cultivadas por 16 horas e após o 
período diluídas na proporção 1:100 em SOB e incubadas até a DO600nm = 0,45. Após 
atingir o crescimento esperado, as culturas eram colocadas em gelo pelo período de 10 
minutos, após isso eram centrifugadas e ressuspendidas em 0,35 volumes de solução 
CCMB80 (KAc 10mM; Glicerol 10%; CaCl2 80 mM; MnCl2 20 mM; MgCl2 10mM) por 
mL de cultura inicial. Novamente eram mantidas no gelo por 20 minutos e novamente 
centrifugadas. O pellet era ressuspendido em 0,06 volumes de CCMB80 por mL de 
cultura inicial, aliquotadas e estocadas a temperatura de -80ºC.   
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As construções realizadas foram inseridas em X. citri da eletroporação. As células 
competentes eram inoculadas em meio CIRCLEGROW (40 g/L; Bio101 Systems – 
QBiogene) até atingirem DO600nm = 0,5. Após o períodos, as células eram centrifugadas 
e lavadas com água milliQ estéril gelada por três vezes, na última lavagem o pellet era 
ressuspendido em água milliQ e então as construções adicionadas para realização da 
eletroporação em cubetas de 0,2 cm a 2 kV, 25 µF e 200 Ω. Após a eletroporação, 
adicionou-se 1 mL de meio 2XTY em cada amostra, seguindo-se de incubação a 30°C 
por 4 h, com agitação. Após o período, as células eram plaqueadas em LB com o 
antibiótico necessário para seleção.. 
 
3.5 Construção dos mutantes 
Para a construção do fragmento de fusão com a deleção de parte dos genes de 
interesse foram realizadas duas etapas de PCR. Na primeira etapa foram amplificadas 
independentemente as duas regiões que flanqueiam o gene de interesse, incluindo-se as 
extremidades 5´ e 3´ do gene. Nesse primeiro PCR, foram realizadas duas reações de 
amplificação, uma para o fragmento F1 (região a montante do gene) e outra para o 
fragmento F2 (região a jusante do gene), utilizando os pares de oligonucleotídeos xac4129 
- F1for/ xac4129 - F1rev e xac4129 – F2for/ xac4129 – F2rev para o gene xac4129 e 
xac4130 - F1for/ xac4130 - F1rev e xac4130 – F2for/ xac4130 – F2rev para o gene 
xac4130 (Tabela 1).  
Após a amplificação dos fragmentos, os produtos de PCR foram usados como 
molde em uma nova reação de PCR utilizando-se os primers das extremidades dos 
fragmentos F1 e F2 (F1for e F2rev), o que gerou um amplicon de fusão entre F1 e F2. Os 
produtos de PCR foram digeridos com as enzimas HindIII e EcoRI (ThermoScientific) 
seguindo-se recomendações do fabricante e os fragmentos foram clonados no vetor 
suicida pNPTS138 digerido com as mesmas enzimas. 
As construções com deleção em fase de ecfL e xac4130 no vetor pNPTS138 foram 
transferidas para X. citri por eletroporação, selecionando-se clones com resistência a 
canamicina, codificada pelo vetor. Os clones selecionados foram testados para 
sensibilidade a sacarose, uma vez que o plasmídeo possui o gene sacB, que codifica a 
levansucrase, enzima que converte a sacarose em composto tóxico. Os clones 
selecionados representavam um evento de recombinação, com inserção do vetor e a cópia 
de deleção no cromossomo de X. citri. O segundo evento de recombinação, com perda do 
plasmídeo e da cópia selvagem foi selecionado após cultivo por 24 hs a 30°C, seguindo-
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se de seleção em meio com sacarose (5%). As colônias capazes de crescer foram testadas 
para sensibilidade a canamicina, confirmando a perda do plasmídeo. A presença da cópia 
mutante e ausência da selvagem foram confirmada por PCR usando oligonucleotídeos 
externos a região que foi removida. 
 
3.6 Ensaios com fusões de transcrição 
As fusões de transcrição de regiões promotoras de genes de interesse a genes 
repórter foram utilizadas com o objetivo de identificar as condições de crescimento em 
que os genes têm sua expressão induzida. 
Foram amplificados a partir do DNA genômico, regiões de 508 pb a montante do 
início do gene ecfL, incluindo 15pb após início da região codificadora e 515 bp a montante 
do gene xac4131, incluindo 16bp após início da região codificadora  . Os produtos foram 
clonados no vetor e de amplo espectro de hospedeiros pGLR1 (Benedetti et al., 2012) 
usando-se as enzimas EcoRI e SalI. A clonagem no vetor gera fusões de transcrição aos 
genes repórter GFP e luxCDABE, organizados em um único operon. Essa fusão permite 
que a atividade dos promotores seja determinada indiretamente pela medida da 
luminescência resultante da atividade da enzima luciferase (genes luxCDABE) e da 
fluorescência pela proteína GFP (do inglês “Green Fluorescent Protein”) As medidas 
foram realizadas no equipamento Biotek Synergy HT em placas brancas (luminescência) 
e pretas (fluorescência) (Figura 10). 
 
Figura 10. Organização estrutural do vetor pGLR1/2. O vetor possui resistência a canamicina, e 






3.7 Ensaios de Virulência e Resposta Hipersensível 
Para ensaios de resposta hipersensível, culturas saturadas das linhagens de interesse 
foram diluídas para DO(600nm) = 0,1 e inoculadas na superfície abaxial de plantas de 
Nicotiana tabacum cv SR1 cedidas pelo prof. Marcelo Menossi e Phaseolus vulgaris 
varidade pérola cedida pelo IAC, com auxílio de seringa sem agulha. Foram utilizadas 3 
folhas por planta e 3 plantas por linhagem e a progressão dos sintomas foi registrada 
através de fotografia. Após sete dias de inoculação as folhas foram removidas para 
coloração com TrypanBlue (10mg/mL de Trypan Blue, água destilada (25%), ácido lático 
(25%), glicerol (25%) e fenol (25%), como descrito em Fernández-Bautista et al (2016))., 
de 30 a 60 minutos, após isso deixadas em álcool 100% overnight e fixadas com glicerol 
60% para observação. 
Para ensaios de virulência foi realizado o método de “pinpricking” (Shiotani et al. 
2000, 2007). As células foram extraídas de placas frescas de meio LB sólido e então 
colocadas em água milli-Q estéril, após homogeneização as culturas foram diluídas para 
DO(600nm) = 0,1 ou 0,01, e após isso as linhagens foram inoculadas em 3 folhas de 3 
plantas independentes de Citrus sinensis variedade Natal, em 5 pontos. As medidas da 
lesão foram coletadas após 20 dias e a área da lesão medida através do software ImageJ. 
Esses ensaios foram realizados em colaboração com o Prof Dr Celso Benedetti no LNBio. 
A estatística foi realizada através da função Paired Sample t Test do programa Origin 8.1. 
 
3.8 Curvas de Crescimento em Carência Nutricional 
As culturas foram inoculadas em LB com ampicilina, a partir de placas de LB 
sólido, sendo mantidas por 16 horas a 28ºC. Após o tempo de incubação, as culturas 
saturadas foram lavadas e diluídas para DO600nm =0,1 e transferidas para as condições de 
interesse, conforme abaixo: 
Carência de ferro: as culturas foram cultivadas em meio XVM2 acrescido ou não 
de 200µM do agente quelante 2,2 dipiridil. O perfil de crescimento também foi realizado 
com meio MMX sem ferro (glicose 5g/L, citrato de sódio, 1.0 g/L, (NH4)2SO4 2 g/L, 
K2HPO4 4g/L, KH2PO4 6.0 g/L, MgSO4 0.2 g/L, pH 7.0], ou MMX suplementado com 
ferro (MMX com adição de 100μM FeCl3) (Wang, et al.,2016).  
Carência de fosfato e suplementado com diferentes fontes de fosfato: as culturas 
foram cultivadas em meio M4 (60mM K2HPO4; 30mM KH2PO4; 7,5mM (NH4)2SO4; 
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2mM de citrato sódio; 0.8mM MgSO4.7H2O; 0,01µM de cloridrato de timina; 0,67mM 
L-metionina; 0,81mM de ácido nicotínico; 55mM de glicose e 6,7mM de ácido L-
glutâmico) (Kelemu and Leach, 1990), M4 com carência de fosfato (M4 com baixa 
concentração de fontes de fosfato: 2mM K2HPO4; 1mM KH2PO4) ou M4 com carência 
de fosfato suplementado com  3mM de ácido fítico ou 0,38mM de fosfocolina (Thermo 
Scientific) (Chatterjee et al. 2003).  Além disso, o ácido fítico em concentrações acima 
de 10mM podem atuar como agente quelante. 
Carência de carbono: as culturas foram cultivadas utilizando-se o meio M4 com 
carência de carbono (redução na concentração de glicose de 55mM para 0,55mM de 
glicose) e M4 com carência de carbono suplementado com 0,75mM de 
esfingosilfosfatidilcolina (Sigma). 
Carência de Metais pela Adição de Ácido Fítico: Meio M4 acrescido ou não de 
ácido fítico nas concentrações de 1, 3, 5 e 10mM.  
Em todos os ensaios, o crescimento foi determinado pela medida da variação de 
turbidez (DO600nm) em espectrofotômetro nos tempos de interesse. 
 
3.9 Ensaios de predação a ameba  
 Os esporos da linhagem AX2 de D. discoideum foram mantidos congelados a -
80ºC, após descongelamento a temperatura ambiente, adicionou-se meio HL5 (14,3g/L 
peptone, 7,15g/L extrato de levedura, 18g/L de maltose monohidratada, 0,641 g/L 
Na2HPO4. 2H2O e 0,49 g/L KH2PO4) e os esporos foram cultivados durante 3 dias. Após 
esse período, os repiques foram realizados com a periodicidade de 3 dias, analisando-se 
a presença de bactérias ou outras contaminações. Com o crescimento das amebas, após 3 
repiques já era possível realizar os experimentos de ensaio de fagocitose. 
 Placas de 24 poços eram preparadas com adição de meio SM sólido (10g/L 
peptone, 1g/L extrato de levedura, 2,2g/L KH2PO4, 1g/L K2HPO4, 1g/L MgSO4.7H2O e 
1,5% de ágar) contendo glicose 20% em cada poço para os ensaios que seriam realizados. 
Para os ensaios de predação 2 mL das linhagens foram cultivadas em meio liquido a 28°C 
por 16 hs. Culturas bacterianas saturadas foram então submetidas centrifugação a 8.000 
rpm por 1 minuto. Após isso, a goma e o sobrenadante foram removidos e o pellet 
ressuspendido em 1mL de LB líquido e as amostras normalizados para a DO(600nm) = 3. 
Em seguida, as culturas normalizadas foram diluídas 100 x e adicionadas aos poços 
contendo meio SM de forma homogênea, deixando-se secar em fluxo laminar.   
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Células de D. discoideum foram coletadas e transferidas para microtubos e 
submetidas a centrifugação a baixa velocidade (1.500rpm por 5 minutos). Enquanto isso 
o número de células nas culturas foi determinado por contagem em câmara de Neubauer. 
Após contagem e centrifugação, as amebas foram ressuspendidas para a concentração de 
5.000 amebas em 5 µL, e em seguida, realizada a diluição seriada para as demais 
concentrações de interesse. As culturas assim preparadas foram colocadas sobre as 
camadas de bactéria em poços contendo meio SM, preparadas conforme descrito acima.  
Após incubação a 22ºC, a sensibilidade foi determinada pelo padrão de formação 
de halo de inibição de crescimento da bactéria no local da inoculação da ameba após 3 e 
5 dias de incubação. Os ensaios foram realizados conforme descrito por Froquet et al., 
2009. 
 
3.10 Extração de RNA e ensaios de RT-PCR Quantitativo  
As amostras para extração foram coletadas no volume de 2mL e submetidas a 
centrifugação por 1 minuto. Sobrenadantes foram então descartados e os pellets 
ressuspendidos em 0,5mL de Trizol e incubados a 65ºC por 10 minutos. Após incubação, 
adicionou-se 0,1mL de clorofórmio ao material, que foi vertido por cerca de 15 segundos. 
As amostras seguiram para centrifugação por 15 minutos a 4ºC em velocidade máxima, 
a fase aquosa transparente foi coletada e transferida para um novo tubo onde se adicionou 
0,25mL de isopropanol. As amostras foram então colocadas a -80ºC overnight, e no dia 
seguinte, centrifugadas por 30 minutos a 4ºC. Após centrifugação, o pellet foi lavado com 
1 mL de etanol 75%, e centrifugado por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado 
e o pellet mantido por 15 minutos a temperatura ambiente para secagem, sendo então 
ressuspendido em água DEPC. 
Utilizou-se 3 μg de cada amostra para tratamento com DNAse I (Thermo 
Scientific), por 30 minutos a 37ºC. Após tratamento com DNAse e confirmação da 
ausência de DNA contaminante por PCR, 500 ng de RNA foi usado para síntese de cDNA 
fita simples com o uso do kit RevertAid H Minus First Strand cDNASynthesis Kit 
(ThermoScientific).  
Em seguida, 50 ng de cDNA foi usado para reações de qPCR pelo uso do kit SYBR 
Green PCR Master Mix (ThermoScientific) no equipamento Fast Real Time PCR System 
7500 (Biosystem). As reações de amplificação foram realizadas pelo ciclo: 50º por 2 
minutos, 95º por 10 minutos, 95ºC por 15 segundos, 63ºC por 1 minuto (estes dois últimos 
repetidos 40x), 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 1 minuto, 95º por 15 segundos e 60ºC 
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por 15 segundos. Os genes rpoB e rpoC foram utilizados como normalizadores. A 
expressão relativa dos genes de interesse foi determinada pelo método de 2-ΔΔCT (Livak 































4. RESULTADOS  
 
4.1 Construção de linhagens para estudos fenotípicos 
A fim de caracterizar o fator sigma codificado pelo gene anotado como xac4129 
(ecfL), foram construídas linhagens mutantes de ecfL e do gene que codifica o provável 
anti-sigma xac4130 (fecR). A construção das linhagens mutantes foi realizada através da 
substituição da cópia selvagem no cromossomo da bactéria por versões contendo deleção 
em fase dos genes de interesse, através de dois eventos de recombinação homóloga (Ried 
& Collmer, 1987).  
Para obter versões com deleção dos genes de interesse, as regiões que flanqueiam os 
genes foram amplificadas a partir do DNA genômico de X. citri por PCR, mantendo as 
extremidades da região codificadora (Figura 11). Após a amplificação, as regiões que 
flanqueiam os genes foram fusionadas por uma segunda etapa de PCR, obtendo um 
fragmento com a deleção de 395pb para ecfL e 959 pb no caso de fecR. Assim, os 
fragmentos mantêm a homologia necessária em ambas as extremidades com a região onde 
o gene é encontrado no genoma de X. citri para inserção da construção no cromossomo 





Figura 11. Esquema demonstrando a estratégia para obtenção das construções de deleção em fase 
dos genes ecfL e fecR, denominadas pJP001 e pJP002, respectivamente. A região cinza escuro 
representa o gene ecfL e as regiões cinza clara representam os segmentos que flanqueiam o gene. Os 
oligonucleotídeos utilizados são representados pelas setas, e a região em vermelho indica a 
complementariedade entre o primer F1R e F2F, para junção por segunda etapa de PCR. 
 
Os fragmentos gerados com a deleção em fase dos genes ecfL e fecR foram clonados 
no vetor suicida pNPTS e transferidos para X. citri por eletroporação, selecionando-se 
clones com resistência a canamicina, codificada pelo vetor. Os clones selecionados foram 
testados também para sensibilidade a sacarose, uma vez que o plasmídeo possui o gene 
sacB, que codifica a levansucrase, enzima que converte a sacarose em composto tóxico. 
O vetor utilizado não se replica em X. citri, assim, colônias com resistência ao antibiótico 
e sensibilidade a sacarose são resultantes da inserção do plasmídeo no cromossomo 
bacteriano por um evento de recombinação homóloga (Figura 12). Para gerar mutantes 
por deleção torna-se necessário um segundo evento de recombinação, com perda do 
plasmídeo e da cópia selvagem do gene (Ried & Collmer, 1987). A presença da cópia 
mutante e ausência da selvagem foi confirmada por PCR usando oligonucleotídeos 
externos à região que foi removida, conforme descrito na Figura 13. As linhagens 








Figura 12. Representação das Recombinações Homólogas. Esquema das recombinações homólogas para 





Figura 13. Construção das linhagens mutantes dos genes ecfL e fecR. Confirmação dos mutantes 
fusionados através de PCR por eletroforese em gel de agarose 1%. Análise em gel de agarose de reações 
de PCR de colônias obtidas após a seleção da primeira e da segunda recombinação para obtenção de 
mutantes em ecfL e fecR. a) Peso molecular esperado:cópia selvagem EcfL: 1,8kb e cópia mutante: 1,5kb, 
usando os primers xac4129F1F e xac4129F2R. Legenda:  WT - selvagem; ΔecfL – R1- 1º recombinação; 
ΔecfL – R2 – 2ª recombinação e b) Peso molecular esperado: cópia selvagem fecR: 2kb e cópia mutante do 
fecR: 1,3kb, usando os primers 4130F1F e 4130F2R. Legenda: WT - selvagem; ΔfecR – R2 – 2ª 
recombinação e ΔfecR – R1 – 1ª recombinação.. M – Marcador de peso molecular O’GeneRuler DNA 
ladder ThermoScientific. 
 
 Para avaliar a atividade dos promotores de ecfL e xac4131 em diferentes condições 
de crescimento foram construídas fusões de transcrição dos potenciais promotores aos 
genes repórter GFP e operon luxABCD, usando o vetor pGLR-1 (Benedetti, et al., 2012). 
Foram amplificadas regiões de 508pb no caso do ecfL e de 515pb do xac4131, que possui 
um espaçamento de 399pb do fecR, incluindo a porção +15 bp a jusante do início do gene 
ecfL e +17 a juzante do início do gene xac4131 (Figura 14). 
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Figura 14. Esquema de amplificação dos promotores de ecfL e xac4131 para construção e de fusões 
de transcrição. 
 
4.2 Análise do Efeito de FecR sobre a Expressão e Atividade de ecfL 
 Conforme descrito anteriormente, ensaios de RNA-seq realizados pela doutoranda 
Lídia dos Passos Lima durante seu mestrado indicaram que ecfL induz a expressão de três 
genes: xac4131, xac4132 e xac4133. Esse resultado foi corroborado no presente trabalho, 
através de análise por RT-qPCR da expressão dos três genes em condição de super-
expressão de ecfL, utilizando amostras independentes das usadas para RNA-seq. Os 
resultados confirmam o aumento da expressão dos genes na linhagem que contém a 
construção pLL002, cuja expressão de ecfL é controlada por promotor induzido por 
arabinose, derivado do vetor pBAD24 (Tabela 1) (GUZMAN, et al., 1995). Resultados 
do laboratório demonstraram que a expressão de ecfL apresenta aumento de 800 vezes 
durante a fase exponencial de crescimento nesta linhagem, mesmo na ausência do indutor 
(Lima, L. P, 2017). Assim, a análise foi realizada com amostras de RNA obtidas nas 








Tabela 5. Análise da expressão dos genes do regulon de EcfL identificados por RNA-seq através da 
metodologia de RT-qPCR 
Locus do Gene Anotação Variação Relativa (log2)  














As linhagens foram cultivadas em 2xTY e coletadas quando atingiram a DO(600nm) = 0,5 para a extração 
de RNA e realização do RT-qPCR, conforme descrito em Materiais e Métodos. Foram realizadas três 
réplicas biológicas.  
 
Ensaios de duplo híbrido realizados pelo grupo de pesquisa do Prof Shaker Chuck 
Farah (Depto Bioquímica – IQ/USP) demonstraram a interação entre ecfL e fecR  
(Francischini, 2010), o que corrobora com a hipótese de que fecR atue como fator anti-
sigma de EcfL. Para confirmar esta hipótese, a expressão de ecfL e seu regulon (xac4131, 
xac4132 e xac4133) na linhagem mutante em fecR foi analisada, comparando-se com a 
linhagem selvagem. Com isso, pretendia-se verificar se a ausência de FecR promove 
aumento na expressão de ecfL ou na sua atividade, causando aumento na expressão dos 
genes por ele controlados. A análise realizada mostrou que a ausência desse gene não 
altera a expressão dos genes xac4131, xac4132 e xac4133, porém altera a expressão do 
ecfL, ocorrendo queda significativa na sua expressão (Figura 15). Em E. coli, a ausência 


































Figura 15. Expressão relativa dos genes ecfL, xac4131, xac4132 e xac4133 no mutante do fecR. Os 
resultados demonstram a expressão relativa dos genes através de qRT-PCR, usando como referência a 
linhagem selvagem nas mesmas condições. O resultado representa a média de três experimentos 
independentes e o erro padrão está indicado pelas barras verticais. Foi aplicado o Teste One-way ANOVA 
ao nível de 5% de probabilidade.  
 
4.3 Caracterização do papel de EcfL na resposta à carência de ferro. 
O contexto genômico de ecfL sugere sua classificação no grupo de ECF envolvidos 
na resposta a níveis intracelulares de ferro e dados da literatura indicam indução de sua 
expressão em condições de carência de ferro (Aini, et al., 2010). Assim, iniciamos o 
estudo com a caracterização do papel de EcfL na resposta a estas condições. Para isso, a 
linhagem ΔecfL foi submetida a análise do seu perfil de crescimento em sob condição de 
carência de ferro, utilizando o composto 2,2-dipiridil (Sigma) como quelante deste metal 
(Figura 15).   
As linhagens selvagem e mutante também tiveram seu perfil de crescimento 
caracterizado no meio MMX, um meio definido descrito por Wang e colaboradores 
(2016) e usado para cultivo em carência de ferro em Xanthomonas campestris pv. 
campestris. Nestes ensaios, adicionou-se 100 µM de FeCl3 para a análise do crescimento 
no meio repleto deste metal. 
Os resultados obtidos demonstraram que a adição de 2,2-dipiridil promove redução 
na taxa de crescimento das linhagens, indicando carência do metal. Da mesma forma, o 
crescimento em meio MMX sem suplementação de ferro é reduzido em comparação com 
a condição de suplementação com FeCl3 (Figuras 16). Não se observou diferença no perfil 
de crescimento da linhagem mutante quando comparada à selvagem nas duas condições 
de carência analisadas, indicando que ecfL não é essencial para o crescimento nestas 


























 Figura 16. Curva de Crescimento das linhagens WT e ∆ecfL em meio XVM2, acrescido ou não de 
200 μM de 2,2-dipiridil (adicção de dipiridil indicada por “+DPP”). Nos tempos indicados o 
crescimento foi determinado pela DO600nm. O resultado representa a média de três experimentos 
independentes e o erro padrão está indicado pelas barras verticais. 
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Figura 17. Curva de Crescimento das linhagens WT e ∆ecfL em MMX, suplementado ou não com 
100 µM FeCl3. O resultado representa a média de seis experimentos independentes e o erro padrão está 
indicado pelas barras verticais. 
A expressão relativa do gene ecfL em resposta a carência de ferro também foi 
analisada, através de ensaios de qRT-PCR. O gene não apresentou variação significativa 
de expressão após duas horas de incubação da linhagem selvagem em meio XVM2 com 
200 µM de 2,2-dipiridil, em comparação com a condição sem quelante (dados não 
mostrados). Porém, após 6 horas de incubação na presença de 2,2-dipiridil observa-se um 
































Figura 18. Expressão relativa de ecfL na carência de ferro. Análise por qRT-PCR dos níveis de mRNA 
de ecfL em amostras da linhagem selvagem cultivada em meio XVM2 acrescido ou não de 2,2-dipiridil no 
tempo de 6 horas. Os resultados estão indicados em variação relativa, usando-se a condição sem adição de 
quelante como referência.  O resultado representa a média de cinco experimentos independentes e o erro 
padrão está indicado pelas barras verticais. Foi aplicado o Student T ao nível de 5% de probabilidade. 
 
As linhagens de X. citri que foram construídas com a fusão de transcrição dos 
promotores de ecfL e xac4131 também tiveram a expressão do promotor desses genes 
analisadas na carência de ferro. As linhagens foram cultivadas em meio XMV2 sem ou 
com adição do 2,2-dipiridil como quelante de ferro por 6 h para medida da intensidade de 
a atividade promotora foi determinada pela quantificação de luminescência emitida nessa 
condição. Foi possível observar, que não houve aumento significativo da expressão 
desses genes na carência de ferro em comparação com a linhagem cultivada em XVM2 
repleto de ferro (Figura 18). Esse experimento demorou bastante tempo para ser 
padronizado, uma vez que não há nenhum dado na literatura do uso desse plasmídeo em 
X. citri, ainda sim não foi possível padronizar a fluorescência, por apresentar um alto 






































































Figura 19. Ensaios de carência de ferro com fusão de transcrição com o vetor pGRL1. As linhagens 
PecfL e Pxac413131 foram incubadas por 6 horas em meio XVM2 e XVM2 + DPD e após esse período, as 
amostras foram coletadas para medição da intensidade relativa de luminescência. Os valores de 
luminescência bruto foram corrigidos pela DO(600nm) e descontados do vetor vazio. O resultado representa 
a média de dois experimentos independentes e o erro padrão está indicado pelas barras verticais. 
. 
4.4 Papel de EcfL na Resposta a Carência de Fosfato 
O gene do regulon de EcfL, xac4132 possui domínios de fosfatase ácida típicos 
de fitases, assim, EcfL pode ser importante para a resposta a carência de fosfato, 
permitindo a utilização do ácido fítico como fonte deste nutriente. Um papel na resposta 
a carência nutricional também é sugerido pela associação de ecfL ao TBDT codificado 
por xac4131.   
Para caracterizar o papel de EcfL na resposta a carência de fosfato, foram 
realizados ensaios para analisar o perfil de crescimento das linhagens WT e ∆ecfL 
utilizando-se o meio mínimo MMX com redução na concentração da fonte de fosfato para 
metade (K2HPO4 2g/L, KH2PO4 3 g/L) (Figura 20). Nestes ensaios, o meio MMX foi 
suplementado com FeCl3. Os dados demonstram que as linhagens têm redução 
significativa na taxa de crescimento em condição de carência de fosfato e observa-se 
queda mais acentuada na linhagem ∆ecfL na fase inicial de crescimento. O crescimento 




















WT - MMX + 100M FeCl3
ecfL - MMX  + 100M FeCl3
WT - 1/2P - MMX + 100M FeCl3
ecfL - 1/2P - MMX + 100M FeCl3
 
Figura 20. Perfil de crescimento das linhagens sob carência de fosfato em meio MMX. As linhagens 
selvagem e mutante foram inoculadas e suas culturas saturadas diluídas para DO(600nm) = 0,1 e incubadas 
em meio MMX padrão (K2HPO4 4g/L, KH2PO4 6 g/L) e com metade da concentração de fontes de fosfato 
(K2HPO4 2g/L, KH2PO4 3 g/L), conforme indicado na legenda. Legenda: WT, corresponde a linhagem 
selvagem e ∆ecfL a linhagem mutante do gene xac4129. O resultado representa a média de três 
experimentos independentes e o erro padrão está indicado pelas barras verticais. 
 
Ensaios de crescimento em carência de fosfato foram realizados também 
utilizando o meio mínimo M4 (Kelemu & Leach, 1990) e variando-se a concentração de 
fontes de fosfato (K2HPO4 e KH2PO4), conforme descrito previamente para a 
caracterização da fitase PhyA de X.oryzae pv. oryzae (Chatterjee et al., 2003). O meio 
M4 repleto de fosfato possui 60 K2HPO4 e 30 mM KH2PO4 e para obter condição de 
carência de fosfato (M4 LowP) utilizou-se 2 mM K2HPO4 e 1 mM KH2PO4. Observa-se 
na Figura 21 que não há crescimento significativo das linhagens quando cultivadas em 
meio LowP. Assim, o meio M4 LowP foi usado para caracterizar a capacidade de 
utilização de ácido fítico (inositol hexafosfato) como fonte de fosfato. Quando as 
linhagens são cultivadas no meio M4 Low P com adição de 3mM de ácido fítico, 
observamos diferença no crescimento em comparação da linhagem selvagem com a 
linhagem mutante. A linhagem mutante tem seu crescimento mais lento em comparação 
com a selvagem, indicando que a presença do ecfL auxilia a bactéria utilizar o ácido fítico 












WT - M4 LP
ecfL - M4 LP
WT - LP + AF
ecfL - LP + AF















Figura 21. Perfil de crescimento das linhagens sob carência de fosfato em meio M4 e sob 
suplementação com ácido fítico. Perfil de crescimento das linhagens sob carência de fosfato em meio M4 
e sob suplementação com ácido fítico. As linhagens foram cultivadas por 16 h e diluídas para DO(600nm) = 
0,1  em meio M4, M4 Low P (“LP”) e M4 Low P com adição de 3mM de ácido fítico (LP+AF). Legenda: 
WT, corresponde a linhagem selvagem e ∆ecfL a linhagem mutante do gene xac4129. O resultado 
representa a média de três experimentos independentes e o erro padrão está indicado pelas barras verticais. 
 
 A capacidade de crescimento em meio contendo ácido fítico como fonte de fosfato 
foi também analisada pela contagem de células viáveis em meios sólidos. Para isso, as 
linhagens selvagem e mutante foram coletadas no tempo de 8 horas após crescimento em 
meio M4 e cultivadas em meios sólidos M4, M4 Low P e M4 Low P + 3mM de ácido 
fítico. Não foram obtidas colônias pelo cultivo em meio M4 LowP, corroborando os 
resultados da curva de crescimento (Figura 21). A Tabela 6 indica a diferença de número 
de colônias quando comparamos o cultivo em meio M4 contendo 60 K2HPO4 e 30 mM 
KH2PO4 e usando M4 LowP suplementado com 3 mM de ácido fítico. Corroborando os 
dados da Figura 21, a linhagem mutante tem viabilidade bastante reduzida na presença de 
ácido fítico como fonte de fosfato se comparada à linhagem selvagem. Estes resultados 
indicam um papel de EcfL na utilização de ácido fítico como fonte de fosfato em X. citri.  
              
Tabela 6. Crescimento em meio contendo ácido fítico como fonte de fosfato, determinado pelo 
número de unidades formadoras de colônia (CFU/ml)  
 M4 M4 Low P + AF 
WT 7,73E+09 (±2,40E+08) 9,83E+08(±2,82E+07) 





Além de ser usado como fonte de fósforo por plantas e bactérias, altas 
concentrações de ácido fítico podem ter efeito bacteriostático, acima de 10mM, devido à 
alta afinidade por metais como ferro, zinco e cálcio (Weber et al., 2014 e Urbano et al., 
2000).  
Estudos em Legionella pneumophila demonstraram que uma fitase secretada pelo 
SSIV é importante para degradar o ácido fítico produzido em altas quantidades por 
amebas, eliminado o efeito bacteriostático deste quelante e permitindo o crescimento 
intracelular da bactéria (Weber et al., 2014). Assim, a expressão de EcfL e de xac4132 
pode ser importante para a resistência ao efeito quelante do ácido fítico, promovendo a 
sua degradação.   
Assim, o crescimento das linhagens selvagem e ∆ecfL em meio 2xTY suplementado 
com concentrações crescentes de ácido fítico foi analisado, por meio da variação na 
turbidez das culturas (DO600nm). Os resultados mostrados na Figura 22 indicam que ambas 
as linhagens têm seu crescimento diminuído conforme o aumento da concentração de 
ácido fítico utilizado, demonstrando que o mesmo tem efeito bacteriostático em altas 
concentrações. O padrão de inibição foi similar comparando-se a linhagem ∆ecfL e 





























Figura 22. Crescimento de X. citri em diferentes concentrações de ácido fítico como agente quelante. 
Legenda: WT, linhagem selvagem; ΔecfL: mutante do gene ecfL. Culturas saturadas foram diluídas para 
DO(600nm) = 0,1 e incubadas nas diversas concentrações de ácido fítico indicadas no gráfico. Após 5h de 
incubação a variação da turbidez foi medida. Os resultados representam média de 3 experimentos 
independentes. Foi aplicado o Teste t ao nível de 5% de probabilidade e não houve diferença significativa 




Uma vez que os resultados obtidos indicaram um papel de EcfL na capacidade de 
utilização de ácido fítico como fonte de nutriente, a expressão dos genes ecfL, xac4132 e 
xac4133 foi analisada por RT-qPCR em meio M4, meio M4 LowP e meio M4 LowP 
suplementado com ácido fítico, condições em que se observou que EcfL é necessário para 
o perfil selvagem de crescimento.  
A linhagem selvagem em meio M4 foi a referência utilizada para avaliar a 
expressão dos genes nas demais condições. No caso do gene ecfL, observou-se um 
discreto aumento em sua expressão quando incubada no meio M4 LP e M4 LP + AF, 
corroborando com um papel na resposta a estas condições de crescimento.  Os genes 
xac4132 e xac4133, apresentaram aumento de expressão de cerca de 3 vezes na linhagem 
selvagem em M4 LP. Ambos os genes sofreram queda de expressão na linhagem ΔecfL 
em meio M4, porém, inesperadamente, a indução destes genes em M4 LP e M4 LP + AF 
foi bem mais acentuada na linhagem mutante em ΔecfL, indicando a existência de 




































































Figura 23. Expressão relativa de ecfL, xac4132 e xac4133 na carência de fosfato. Análise por qRT-
PCR dos níveis de mRNA em amostras das linhagens selvagem e ΔecfL cultivadas em meio M4, M4 Low 
P (LP) e M4 Low P + 3mM de ácido fítico (LP + AF). Culturas em fase exponencial de crescimento em 
meio M4 (DO600nm=0,5) foram transferidas para os diferentes meios de cultura e, após 30 minutos de 
incubação, coletadas para extração de RNA. O resultado representa a média de três experimentos 
independentes e o erro padrão está indicado pelas barras verticais. Foi aplicado o teste T Student ao nível 
de 5% de probabilidade (*). 
Como citado anteriormente, o trabalho de Speer e colaboradores (2015), 
demostrou que o gene homólogo de xac4133- rv0888- de Mycobacterium tuberculosis, 
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apresenta atividade de esfingomielinase, ou seja, realiza a quebra da esfingomielina em 
compostos que são utilizados como fonte de carbono, nitrogênio e fósforo. Além de 
também degradar fosfocolina para utilizar como fonte de fosfato. 
Por isso testamos se X. citri é capaz de usar a esfingosilfosfatidilcolina, um 
precursor da esfingomielina, e fosfocolina, como fontes de carbono e fosfato, 
respectivamente, e se EcfL exerce papel nesta atividade, através da regulação de xac4133. 
Para isso, foram realizadas curvas de crescimento em meio M4 carente de fosfato ou 
glicose e suplementado com fosfocolina e esfingosilfosfatidilcolina, respectivamente, 
utilizando as linhagens selvagem e ΔecfL. 
Os resultados de uma única réplica biológica demonstraram que as linhagens não 
utilizam a esfingosilfosfatidilcolina ou fosfocolina, como fonte de nutrientes. Como 
ambos os compostos atrapalham o crescimento das linhagens, os experimentos não foram 
repetidos em outras ocasiões  (Figura 24). 








WT - LP + FOS






















WT - LG + ESF





















Figura 24. Perfil de curva de crescimento na presença de fosfocolina como fonte de fosfato (A) ou 
esfingosilfosfatidilcolina como fonte de carbono (B). a) Culturas saturadas foram diluídas para DO(600nm) 
= 0,1 e incubadas em meio M4, M4 Low P e M4 Low P (LP) com adição de 0,38mM de fosfocolina (LP + 
FOS). O resultado representa uma réplica biológica. B) Culturas saturadas das linhagens de interesse foram 
diluídas para DO(600nm) = 0,1 e incubadas em meio M4, M4 Low G (LG) e M4 Low G com adição de 
0,75mM de esfingosilfosfatidilcolina (LG + ESF). O resultado representa uma réplica biológica. 
 
 
4.5 Papel de EcfL na interação de X. citri com plantas hospedeiras e não 
hospedeiras  
Estudos realizados por Aini et al., (2010) demonstraram um papel do gene xac4131, 
na indução de resposta hipersensível (HR) em tabaco, planta resistente à infecção por X. 
citri. Uma vez que EcfL regula positivamente a expressão de xac4131, o papel deste 
regulador na resposta hipersensível e na virulência de X. citri foi analisado. A linhagem 
mutante no gene que codifica provável fator anti-sigma FecR (ΔfecR) e sua super-
expressão também foram testadas. Os ensaios de indução de HR foram realizados em 
duas plantas resistentes - feijão e tabaco - através da inoculação das linhagens de interesse 
no interior das folhas por seringas sem agulhas.  
Após o período de 6 dias de incubação as folhas foram coradas com Trypan Blue, 
que mede a viabilidade celular ao corar células mortas. O HR é uma resposta de defesa 
realizada por plantas não-hospedeiras através de proteínas que são secretadas pelo SS3 
no local onde ocorreu a infecção pela bactéria. Essas proteínas ocasionam morte celular 
localizada e impedem a proliferação da bactéria. A Figura 25a e 25b, demonstra que não 
houve diferença significativa na resposta causada pelos mutantes em relação a linhagem 
selvagem. Os ensaios foram realizados em colaboração com o Dr Celso Benedetti 
(CNPEM/LNBio). Os resultados obtidos demonstram que EcfL não é necessário para a 
















Figura 25. Papel de EcfL e FecR na indução de resposta hipersensível em plantas resistentes à 
infecção por X. citri. a) Ensaio de resposta hipersensível em folhas de feijão. b) Ensaio de resposta 
hipersensível em folhas de tabaco. Folhas coletadas após 6 dias de infiltração por seringa sem agulha foram 
coradas com Trypan Blue. Legenda: WT: linhagem selvagem, água: controle negativo; ΔecfL: mutante do 
gene ecfL, ΔecfL++: mutante complementado com o gene ecfL (construção pLL002), ΔfecR: mutante do 
gene fecR e ΔfecR++: mutante do gene fecR complementado com o gene fecR (construção pJP003). 
 
Os ensaios de virulência foram realizados por inoculação em folhas de laranja 
(Citrus sinensis Osbeck), usando as linhagens selvagem, ∆ecfL e ∆fecR. Os dados da 
Figura 26 demonstram que a virulência é menor no mutante do gene ecfL em comparação 
com a linhagem selvagem e ∆fecR. Além disto, a complementação da linhagem ΔecfL 
com a cópia selvagem do gene no vetor pBRA restaurou o fenótipo. A linhagem ∆fecR 
não apresentou diferenças na progressão dos sintomas em comparação à linhagem 
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selvagem. Esses dados indicam que ecfL é necessário para a virulência em X. citri. Os 






Figura 26. Ensaio de virulência com as linhagens selvagem e mutantes nos genes ecfL e fecR. a) 
Imagem das pústulas formadas após infecção com as linhagens de X. citri em folha de laranja. b) Os dados 
da figura correspondem à média das medidas das lesões, obtidas através do software ImageJ. Legenda: WT: 
linhagem selvagem; ΔecfL: mutante de ecfL; ΔecfL++: mutante de ecfL complementado com ecfL 
(construção pLL002); ΔfecR: mutante de fecR e ΔfecR++: mutante de fecR complementado com o gene 
fecR (construção pJP003). A diluição utilizada nesse experimento foi de DO(600nm) = 0,01 
 
O processo de virulência em X. citri, é controlado por  vias de transdução de sinal 
quando recebe-se um sinal externo. Os principais reguladores são HprG e HrpX, o HrpG, 
é um regulador da família OmpR e ativa a expressão de hrcC e hrpX. Já o regulador HrpX, 
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é um ativador transcricional do tipo AraC, e controla a expressão dos demais genes hrp 
(Guo, et al., 2011). 
O grupo de Aini e colaboradores (2010) caracterizou a função de xac4131, e como 
observaram que a mutação nesse gene afeta o HR, realizaram a análise da expressão dos 
genes hrp. Em suas análises, o grupo de Aini (2010) demonstrou que no mutante do 
xac4131 a expressão de hrpG diminui cerca de 40% e na superexpressão desse gene 
ocorre um aumento da expressão de cerca de 3,5 vezes.  
No presente trabalho, também se avaliou a expressão de genes hrp: hrpG e hrcU, 
para verificar se teria algum aumento ou diminuição da expressão desses genes de forma 
dependente de EcfL. Resultados de RT-qPCR, mostraram que não houve alteração na 
expressão dos genes hrp na comparação entre linhagem selvagem e ∆ecfL, indicando que 
o gene ecfL não está relacionado ao controle da expressão desses genes (Figura 27). A 
expressão dos genes na linhagem com níveis aumentados de ecfL (WT/pLL002) também 
foi analisada, comparando-se com a linhagem selvagem (WT/pBRA). Não houve 
alteração na expressão dos genes nesta linhagem, o que reafirma que EcfL não está 
relacionado ao controle da expressão desses genes. (Figura 28). Importante destacar que 
estas análises foram realizadas em meio XVM2, condição em que os genes hrp estão 
induzidos em X. citri (Jalan, et al. 2013).  Assim, os resultados indicam que o papel de 








































Figura 27. Expressão relativa de hrpG e hrcU na linhagem ΔecfL. Análise por qRT-PCR dos níveis 
relativos de mRNA de hrpG e hrcU em amostras da linhagem mutante de ecfL, em relação a linhagem 
selvagem. As linhagens foram cultivadas em meio XVM2 por 6 h antes da coleta para extração de RNAm. 
O resultado representa a média de três experimentos independentes e o erro padrão está indicado pelas 
















































Figura 28. Expressão relativa de hrpG e hrcU na superxpressão de ecfL. Análise por qRT-PCR dos 
níveis de mRNA de hrpG e hrcU em amostras da linhagem selvagem (WT + pBRA) e linhagem 
superexpressão o gene ecfL (WT/pBRA + ecfL) cultivadas em meio XVM2 por 6 h. O resultado representa 
a média de três experimentos independentes e o erro padrão está indicado pelas barras verticais. Foi aplicado 






4.6 Papel de EcfL na Função do SS6 de X. citri 
O gene ecfL e os membros de seu regulon estão localizados na região entre os dois 
grupamentos gênicos que, juntos, codificam o SS6 completo de X. citri (Figura 7). Além 
disto, os domínios presentes nas proteínas codificadas por xac4132 e xac4133 podem ser 
encontrados em proteínas com função de toxinas e envolvidas na interação com 
hospedeiros eucarióticos. Assim, é possível que EcfL e os genes por ele regulados tenham 
papel na resistência a predação por amebas, atuando como toxinas secretadas pelo SS6.  
Para testar esta possibilidade, as linhagens mutantes ΔecfL e ΔfecR foram 
caracterizadas quanto à resistência à predação por D. discoideum, conforme descrito em 
Bayer-Santos et al., (2018) e Froquet et al. (2009). A linhagem selvagem e duas linhagens 
mutantes no SS6 de X. citri, Δhcp e ΔtssL, foram usadas como controle de fenótipos de 
resistência e sensibilidade, respectivamente.  
Os ensaios realizados demonstraram que as linhagens mutantes ΔecfL e ΔfecR não 
apresentam fenótipo de sensibilidade a predação pela ameba, que é determinado através 
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do tamanho de halo formado em uma cultura homogênea de bactérias pela adição de 
diferentes concentrações de ameba. (Figura 29). 
 
Figura 29. Ensaio de formação de placa de fagocitose por D. discoideum. Culturas saturadas das 
linhagens selvagem e dos mutantes indicados foram aplicadas de forma homogênea em meio SM sólido em 
placas de 24 poços e incubadas por 3 dias com diferentes quantidades de células de D. discoideum. Os halos 
fagocíticos resultam da capacidade da ameba em predar a bactéria (Froquet et al., 2009). A figura 
corresponde a experimento representativo, realizado em 3 ocasiões independentes. 
 
 
O gene xac4136 codifica uma proteína que apresenta domínio fascina, característico 
de proteínas que se ligam à actina e atuam na organização do citoesqueleto, em resposta 
a sinais. Em Vibrio cholerae, por exemplo, essa proteína é translocada para o citoplasma 
de D. discoideum, sendo necessária para a resistência a predação pela ameba, agindo na 
despolimerização do filamento de actina e na perda da capacidade de realizar fagocitose 
(Pukatzki et al. 2006; Ma et al. 2009).  
O trabalho de Lídia dos Passos Lima (2017) demonstrou que o xac4136 é induzido, 
juntamente com o SS6, por EcfK, corroborando com seu papel no escape a predação pela 
ameba através da reorganização do citoesqueleto de actina. Porém, ensaios de predação 
com linhagem mutante desse gene não demonstrou diferenças de fenótipo (Santos, EB, 
dados não publicados), indicando que a secreção de outras toxinas poderia ser suficiente 
para conferir a resistência a predação pela ameba na ausência do xac4136. Dessa forma, 
esse trabalho realizou o ensaio de fagocitose com o duplo mutante nos genes ecfL e 
xac4136, a fim de analisar se haveria alguma alteração de fenótipo. A linhagem com 
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deleção dupla de xac4133 e xac4136 também foi testada (Santana, E., dados não 
publicados), uma vez que xac4133 também é uma candidata a toxina, já que possui 
domínios de esfingomielinase que degradam a membrana biológica dos organismos 
(Figura 9). 
Os ensaios realizados com esses duplos mutantes, não apresentaram alteração de 
fenótipo em comparação a linhagem selvagem, indicando que EcfL e os membros de seu 
regulon não são essenciais para a resistência a predação por D. discoideum (Figura 30). 
 
 
Figura 30. Ensaio de formação de placa de fagocitose por D. discoideum com duplo mutante. Culturas 
saturadas das linhagens selvagem e dos mutantes indicados foram aplicadas de frma homogênea em meio 
SM sólido em placas de 24 poços e incubadas por 3 dias com diferentes quantidades de células de D. 
discoideum. Os halos fagocíticos resultam da capacidade da ameba em predar a bactéria (Froquet et al., 
2009). A figura corresponde a experimento representativo, realizado em 3 ocasiões independentes. 
 
 
A expressão dos genes ecfL, xac 4131, xac 4132 e xac4133 durante a interação X. 
citri – D. discoideum também foi analisada por ensaios de RT-qPCR nos tempos de 1h, 
6h, 9h e 24h. Resultados do laboratório demonstraram a indução dos genes do SS6 nestas 
condições (Bayer-Santos & Lima et al., 2018). 
As análises por RT-qPCR, indicaram que o ecfL não apresenta variação 
significativa em nenhum dos tempos testados. O xac4131 apresentou um discreto 
aumento no tempo de seis horas, mas que não se manteve nos demais tempos, o mesmo 
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foi observado na expressão do xac4132. Já o xac4133, apresentou um aumento no tempo 













































Figura 31. Expressão relativa de ecfL, xac 4131, xac 4132 e xac4133 durante o contato de X. citri com 
D. discoideum. Análise por RT-qPCR dos níveis relativos de mRNA de ecfL, xac 4131, xac 4132 e xac4133 
em amostras da linhagem selvagem cultivada na presença de Dictyostelium discoideum nos tempos de 1, 6, 
9 e 24 horas. A condição de 1h foi  utilizada como referência para os cálculos de variação relativa. O 
resultado representa a média de dois experimentos independentes e o erro padrão está indicado pelas barras 


































 O contexto genômico de ecfL e as características das proteínas codificadas por 
genes identificados por RNA-seq como sujeitos a regulação por EcfL nos permitiram 
gerar hipóteses sobre o papel deste fator sigma na fisiologia de X. citri. Estas hipóteses 
foram testadas através de uma série de análises fenotípicas usando a linhagem mutante 
neste fator sigma e pelo estudo da expressão do gene e de membros de seu regulon, usando 
qRT-PCR e fusões de transcrição. 
 O papel na resposta a carência de ferro foi sugerido pela associação a um receptor 
dependente de TonB do tipo transdutor de sinal, típico de fatores ECF do grupo FecR. Os 
resultados aqui descritos indicam que EcfL não é necessário para o crescimento de X. citri 
nestas condições, não havendo fenótipo de sensibilidade na linhagem mutante neste fator 
sigma. Aini, et al. (2010) demonstra em seu trabalho que a expressão relativa dos genes 
ecfL, fecR e xac4131 é aumentada em cerca de 1,5 a 2 vezes durante a carência de ferro. 
O trabalho também demonstra que o mutante do regulador negativo Fur apresenta 
aumento da expressão dos genes ecfL, xac4130 e xac4131. Além disto, como nosso 
laboratório demonstrou por RNA-seq que ecfL regula positivamente a expressão de 
xac4131, xac4132 e xac4133, realizamos a análise da expressão do gene ecfL na carência 
de ferro, que apresentou um aumento de aproximadamente 3,5 vezes. Nossos dados 
corroboram os encontrados por Aini e colaboradores (2010) que também observaram um 
aumento da expressão do gene ecfL na carência de ferro. O grupo de Aini (2010) também 
verificou que não há presença de uma região Fur box, nos promotores de ecfL e xac4131, 
para reconhecimento do Fur, regulador negativo. 
Através da fusão de transcrição no vetor pGRL1, também observamos a expressão 
por luminescência dos promotores de ecfL, xac4131 e tssB (componente estrutural do 
SS6), na carência de ferro em meio XVM2, e os resultados não demonstraram diferença 
na expressão relativa de luminescência de todos esses promotores nessa condição. A 
discrepância em relação aos dados de RT-qPCR devem se ao fato da dificuldade em 
padronizar esses experimentos. 
 Receptores dependentes de TonB podem atuar na captação de outros nutrientes, 
como vitamina B12 e, descoberto recentemente também na captação de carboidratos 
(Blanvillain et al., 2007). O alto número de genes codificando receptores dependentes de 
TonB em bactérias ambientais, incluindo C. crescentus e X. citri (67 e 61, 
respectivamente, Blanvillain et al., 2007), reforça esta hipótese. O gene xac4131 está em 
operon putativo com um gene que pode estar envolvido na degradação de ácido fítico 
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(xac4132), principal reserva de fosfato em plantas e no solo (Weber et al., 2014). Existem 
quatro classes de fitases conhecidas nas bactérias: histidina fosfatase ácida, cisteína 
fitases, fosfatase ácida púrpura e do tipo β-propeller (BPP), essa última classe está 
presente em bactérias aquáticas e bactérias de planta e solo, e podem ser independentes 
ou associados a TonB e estão relacionados a captação de fostato (Lim, et al., 2007).  
O xac4133 codifica uma proteína contendo domínio envolvido na quebra de 
ligações fosfodiéster, em ácidos nucleicos ou fosfolipídeos, podendo atuar na degradação 
de compostos ricos em fosfato para utilização pela bactéria. Na literatura, já foi descrito 
algumas bactérias que utilizam o DNA extracelular como fonte de nutrientes, em 
específico como fonte de fosfato quando esse nutriente não está presente ou em carência, 
como é o caso de Pseudomonas aeruginosa (Mulcahy, et al. 2010) e Vibrio cholerae 
(McDonough, et al., 2015). 
A captação de fosfato em bactérias é importante devido a sua utilização na síntese 
de ácido nucléicos, fosfolipídeos e em vias de fosforilação para transdução de sinal 
(Pegos, et al., 2014). Em Pseudomonas aeruginosa, a resposta a carência de fosfato 
mediada pelo regulador transcricional PhoB ativa o fator extracitoplasmático vreI e seus 
genes alvo (Faure, et al. 2014), Neste trabalho foram realizados ensaios com as linhagens 
selvagem e mutante no gene ecfL durante o crescimento na carência de fosfato, a fim de 
identificar se há alteração no fenótipo nessa condição. Os resultados obtidos indicam um 
papel de EcfL nesta resposta, uma vez que a linhagem mutante sofre significativa redução 
de crescimento nestas condições e apresenta reduzida capacidade de utilização de ácido 
fítico como fonte de fosfato. Apesar da redução de crescimento, a linhagem ΔecfL ainda 
é capaz de crescer nestas condições, sugerindo que outros mecanismos de captação de 
fosfato compensam a ausência de ecfL. O xac4132 de X. citri, possui homologia com 
cc0542 de C. crescentus, esse gene está em operon com um receptor dependente de TonB, 
além disso X. citri também apresenta outras fitases como xac0812, que também se 
encontra em operon com um receptor dependente de TonB e xac0557, que não possui 
TonB em operon.   
Além do homólogo em C. crescentus, xac4132 também possui homologia com 
phyA de X. oryzae, o gene phyA é caracterizado por utilizar o ácido fítico como fonte de 
fosfato e ser necessário na virulência (Chatterjee, et al., 2003) 
O ácido fítico representa uma fonte de fósforo orgânico encontrada em plantas, 
mas para utilização direta do fósforo é necessário a presença de uma fitase, enzima que 
hidroliza o ácido fítico. Em Xanthomonas oryzae pv. oryzae, o mutante de phyA apresenta 
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deficiência no seu crescimento utilizando ácido fítico como fonte de fostato em um meio 
carente desse nutriente, esse mutante também apresenta deficiência na virulência, devido 
ao fato de que esse mutante não consegue utilizar o ácido fítico como fonte de fosfato 
(Chatterjee, et al., 2003). Assim, é possível que a atenuação de virulência na linhagem 
ΔecfL seja decorrente da dificuldade de utilização de fontes de fosfato da planta. 
Em Legionella pneumophila, há uma inibição do crescimento com a presença de 
altas concentrações do ácido fítico e a superexpressão da fitase LppA, secretada pelo SS4, 
impede essa inibição através de degradação do ácido fítico (Weber et al., 2014). 
Verificamos que houve inibição do crescimento de X. citri pela presença de ácido fítico, 
porém, não houve diferenças na sensibilidade a este agente pela deficiência em ecfL. 
Ensaios preliminares demonstraram que a superexpressão de ecfL não inibe o efeito 
bacteriostático do ácido fítico (Lima, LP., dados não mostrados).  
O gene xac4133 possui um domínio de esfingomielinase, homólogo ao Rv088 
encontrando em Mycobacterium tuberculosis. As esfingomielinases possuem um 
importante papel na interação patógeno-hospedeiro, sendo utilizadas na fagocitose além 
de degradar a esfingomielina em compostos para utilização como fonte de carbono e 
fosfocolina como fonte de fosfato (Speer, et al., 2015). Nas condições analisadas neste 
trabalho não foi observada capacidade de utilização de fosfocolina e 
esfingosilfosfatidilcolina (precurssor da esfingomielina) como fontes de nutrientes. 
A análise da expressão de ecfL, xac4132 e xac4133 na condição de carência de 
fosfato e na utilização do ácido fítico como fonte de fosfato, mostrou que o gene ecfL 
apresentou uma discreta variação de expressão nessas condições. Os genes xac4132 e 
xac4133 tiveram aumento de expressão na linhagem selvagem em meio M4L e na 
linhagem mutante de ecfL nos meios M4 e M4Low. Esses dados sugerem a existência de 
um mecanismo de regulação desses genes independente de EcfL em carência de fosfato.  
O próximo passo do grupo de pesquisa será identificar os inícios de transcrição dos genes 
nessas condições através da técnica RACE. 
O estudo de Aini et al., (2010) descreve a caracterização do papel do gene xac4131 
(TBDR) na interação com plantas hospedeiras e não-hospedeiras, indicando que o gene 
não é essencial para a virulência, sendo, porém, importante para a indução de resposta 
hipersensível em plantas não-hospedeiras. Uma vez que xac4131 faz parte do regulon de 
EcfL, sendo um possível sensor para ativação deste fator sigma, esse trabalho testou a 
função desses genes durante interações de X. citri com plantas hospedeiras (virulência) e 
não-hospedeiras (resposta hipersensível, HR). Nossos dados não corroboram com os 
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demonstrados por Aini, et al., uma vez que observamos que a ausência do ecfL não afeta 
a resposta hipersensível, nas plantas não hospedeiras, enquanto sua ausência ocasiona a 
diminuição da virulência nas plantas hospedeiras.  
Como já descrito na literatura, o sistema de secreção do tipo III é codificado pelos 
genes hrp (hypersensitive response and pathogenicity) (Lindgren, 1997) e, uma vez que 
o mutante de ecfL tem a virulência afetada, foi realizada a análise de expressão relativa 
de RNAm de dois genes hrp: hrpG, regulador global dos genes do SS3 (Guo, et al. 2011) 
e hrcU, que induz a resposta hipersensível em plantas não hospedeiras (Oh, et al. 1999; 
Cappelleti, et al. 2011).  
Aini, et al., também descreve a análise da expressão relativa de genes hrp em função 
de Xac4131, demonstrando que há diminuição na expressão dos genes hrpG e hrpX no 
mutante em xac4131, enquanto que na superexpressão ocorre o aumento da expressão dos 
genes hrp. Nossos dados, mais uma vez não corroboram  o discutido pelo autor, uma vez 
que a expressão dos genes hrpG e hrcU não sofreu alteração significativa em linhagens 
com níveis alterados de ecfL (mutante e super-expressão do gene). Assim, os dados 
obtidos neste trabalho sugerem que fenótipo de redução de virulência na linhagem ΔecfL 
não está relacionado a efeitos sobre a expressão dos genes que codificam o SS3 de X. 
citri. 
Os domínios presentes em xac4132 e xac4133, os tornam candidatos a toxinas a 
serem secretadas por X. citri. Além disto, a predição realizada através do programa 
Blation6, classifica as proteínas codificadas por esses genes como efetores do SS6. O 
Bastion6 é uma ferramenta de bioinformática que prediz o efetores secretados pelo SS6 
(Wang, 2018). 
Em Legionella pneumophila, a proteína LppA possui atividade de fitase. Em um 
ambiente com presença de fitato, L. pneumophila cresce mais lentamente, porém a 
superexpressão de LppA permite que a bactéria volte a crescer. Além disto, o mutante de 
LppA se replica com menos eficiência em amebas como Acanthamoeba castellanii e 
Dictyostelium discoideum (Weber, et al. 2014).  
As bactérias possuem esfingomielinases e fosfolipases presentes em sua superfície 
ou que são secretadas pela mesma, vários desses compostos são essenciais para a 
virulência bacteriana já que contribuem para o escapar do fagossomo o que favorece a 
colonização e progressão da infecção (Flores-Dias, et al. 2016).  
As amebas D. discoideum, se alimentam de bactérias e utilizam um mecanismo de 
internalização das mesmas que é induzido por lectinas secretadas. Esse mecanismo 
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protege as bactérias da morte extracelular, preservando o microbioma de D. discoideum, 
que pode ser usado como fonte de alimento para a ameba, caso haja escassez no ambiente 
(Dinh, et al. 2018). 
Conforme demonstrado por Bayer-Santos & Lima, et al. (2018), o SS6 é necessário 
para a sobrevivência de X. citri contra a predação pela ameba D. discoideum e o fator 
sigma extracitoplasmático EcfK é essencial para indução dos genes.  A tese de Mestrado 
da aluna Lídia dos Passos Lima (Lima, L., 2017), demonstrou que EcfK não regula EcfL 
ou vice-versa. Nosso grupo de pesquisa vem estudando a a hipótese de que EcfK exerça 
papel na regulação dos componentes estruturais, enquanto que o EcfL poderia atuar na 
regulação tardia das toxinas.  
Realizamos ensaios de fagocitose com a ameba para analisar o fenótipo do mutante 
no gene ecfL e seu possível anti-sigma. Os ensaios de fagocitose demonstraram que ecfL 
não é necessário para resposta contra a predação pela ameba. Também foram realizados 
ensaios de predação com duplos mutantes, dos genes ecfL e xac4136, e xac4133 e 
xac4136, os quais não apresentaram diferença de fenótipo no experimento. Porém, tem 
sido demonstrado para SS6 em outras bactérias que a  mutação em genes que codificam 
uma ou poucas toxinas não é suficiente  para reproduzir o mesmo fenótico encontrado no 
mutante do SS6, uma vez que esse sistema libera um coquetel de toxinas em um único 
evento de ejeção. 
A análise dos genes ecfL e seu regulon por RT-qPCR, demonstraram que xac4131, 
xac4132 e xac4133 não apresentam variação da expressão um aumento na expressão após 
6 e 9 horas de incubação de X. citri com D. discoideum. Ainda assim é possível que estes 
genes sofram indução em períodos mais tardios de contato com a ameba. Para a 
confirmação dessa hipótese novos testes deverão ser realizados em fases mais tardias e 
também será realizada a caracterização bioquímica das proteínas de xac4132 e xac4133 












A pesquisa realizada nesse trabalho possibilitou uma compreensão do fator sigma 
EcfL na fisiologia da bactéria Xanthomonas citri pv. citri, sugerindo que esse fator ECF 
responde a carência de fosfato e que seu papel na captação de nutrientes pode ser 
importante para a virulência de X. citri. Os dados experimentais obtidos ao longo desse 
trabalho sugerem que: 
• EcfL não é necessário para resposta a carência de ferro, apesar de apresentar 
indução de expressão nestas condições. 
• EcfL é necessário para resposta a carência de fosfato e utilização do ácido 
fítico como fonte desse nutriente.  
• Os genes xac4132 e xac4133 são induzidos na carência de fosfato por 
mecanismo independente de EcfL.  
• Esse fator sigma ECF é necessário para virulência e não altera a resposta 
hipersensível. 
• O fator sigma EcfL não é necessário para resistência de X. citri à predação 
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GALLEGOS, Marıá-trinidad; BUCK, Martin. Sequences in σ54 region I required for 
binding to early melted DNA and their involvement in sigma-DNA isomerisation 1 
1Edited by J. Karn. Journal Of Molecular Biology, [s.l.], v. 297, n. 4, p.849-859, abr. 
2000. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1006/jmbi.2000.3608. 
GAO, Weimin et al. Knock-out of SO1377 gene, which encodes the member of a 
conserved hypothetical bacterial protein family COG2268, results in alteration of iron 
metabolism, increased spontaneous mutation and hydrogen peroxide sensitivity in 
Shewanella oneidensis MR-1. Bmc Genomics, [s.l.], v. 7, n. 1, p.76-76, nov. 2006. 
Springer Nature. http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-7-76. 
74 
 
GARCIA, E., BANCROFT, S., RHEET, S. U. G. & KUTSU, S. The product of a newly 
identified gene , glnF , is required for synthesis of glutamine synthetase in Salmonella, 
1997. V. 74(4), p.1662–1666. 
GERLACH, R; HENSEL, M. Protein secretion systems and adhesins: The molecular 
armory of Gram-negative pathogens. International Journal Of Medical Microbiology, 
[s.l.], v. 297, n. 6, p.401-415, 15 out. 2007. Elsevier BV. 
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2007.03.017.  
GOTTIG, N. et al. Mechanisms of infection used by Xanthomonas axonopodis pv . citri 
in citrus canker disease. Current Research, Technology and Education Topics in Applied 
Microbiology and Microbial Biotechnology, p.196–204, 2010. 
GREEN, Erin R.; MECSAS, Joan. Bacterial Secretion Systems: An Overview. Virulence 
Mechanisms Of Bacterial Pathogens, Fifth Edition, [s.l.], p.215-239, nov. 2016. 
American Society of Microbiology. http://dx.doi.org/10.1128/microbiolspec.vmbf-0012-
2015. 
GUO, Yinping et al. HrpG and HrpX Play Global Roles in Coordinating Different 
Virulence Traits of Xanthomonas axonopodis pv.citri. Molecular Plant-microbe 
Interactions, [s.l.], v. 24, n. 6, p.649-661, jun. 2011. Scientific Societies. 
http://dx.doi.org/10.1094/mpmi-09-10-0209.  
GUZMAN, L.M. et al., 1995. Tight regulation , modulation , and high-level expression 
by vectors containing the arabinose These include : Tight Regulation , Modulation , and 
High-Level Expression by Vectors Containing the Arabinose P BAD Promoter. Journal 
of bacteriology, 177(14), pp.4121–4130. Available at: 
http://jb.asm.org/content/177/14/4121.short. 
 HOANG, Ky V. et al. Complement Receptor 3-Mediated Inhibition of Inflammasome 
Priming by Ras GTPase-Activating Protein During Francisella tularensis Phagocytosis 
by Human Mononuclear Phagocytes. Frontiers In Immunology, [s.l.], v. 9, p.561-561, 
26 mar. 2018. Frontiers Media SA. http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2018.00561.  
JALAN, Neha et al. Comparative genomic and transcriptome analyses of pathotypes of 
Xanthomonas citri subsp. citri provide insights into mechanisms of bacterial virulence 
and host range. Bmc Genomics, [s.l.], v. 14, n. 1, p.551-551, 2013. Springer Nature. 
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-14-551. KELEMU S. & LEACH J. E., Cloning and 
characterization of an avirulence gene from Xanthomonas campestris pv. oryzae 
Molecular Plant-Microbe Interactions, 3 (1990), pp. 59-65, 1990 
KOEBNIK, Ralf. TonB-dependent trans-envelope signalling: the exception or the 
rule?. Trends In Microbiology, [s.l.], v. 13, n. 8, p.343-347, ago. 2005. Elsevier BV. 
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2005.06.005. 
KREWULAK, Karla D.; VOGEL, Hans J.. Structural biology of bacterial iron 
uptake. Biochimica Et Biophysica Acta (bba) - Biomembranes, [s.l.], v. 1778, n. 9, 
p.1781-1804, set. 2008. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamem.2007.07.026.  
LEE, B.-m.. The genome sequence of Xanthomonas oryzae pathovar oryzae 
KACC10331, the bacterial blight pathogen of rice. Nucleic Acids Research, [s.l.], v. 33, 
75 
 
n. 2, p.577-586, 19 jan. 2005. Oxford University Press (OUP). 
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gki206. 
 LIM, Boon Leong et al. Distribution and diversity of phytate-mineralizing bacteria. The 
Isme Journal, [s.l.], v. 1, n. 4, p.321-330, 7 jun. 2007. Springer Nature. 
http://dx.doi.org/10.1038/ismej.2007.40. 
LIMA, L. P. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS LIDIA DOS PASSOS 
LIMA CARACTERIZAÇÃO DE FATOR SIGMA DE FUNÇÃO 
EXTRACITOPLASMÁTICA SigF DE Xanthomonas citri subsp . citri. (2017). 
LINDIGREN, P. B. THE ROLE OF hrp GENES DURING PLANT-BACTERIAL 
INTERACTIONS, (40), 1997 
LINDGREN, P. B., PEET, R. C., & PANAPOULOS, N. J. Gene Cluster of Pseudomonas 
syringae pv . " phaseolicola " Controls Pathogenicity of Bean Plants and Hypersensitivity 
on Nonhost Plants, 168(2), 512–522, 1986 
LIVAK, Kenneth J.; SCHMITTGEN, Thomas D.. Analysis of Relative Gene Expression 
Data Using Real-Time Quantitative PCR and the 2−ΔΔCT Method. Methods, [s.l.], v. 
25, n. 4, p.402-408, dez. 2001. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1006/meth.2001.1262. 
 MA, Amy T. et al. Translocation of a Vibrio cholerae Type VI Secretion Effector 
Requires Bacterial Endocytosis by Host Cells. Cell Host & Microbe, [s.l.], v. 5, n. 3, 
p.234-243, mar. 2009. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chom.2009.02.005.  
MASCHER, Thorsten. Signaling diversity and evolution of extracytoplasmic function 
(ECF) σ factors. Current Opinion In Microbiology, [s.l.], v. 16, n. 2, p.148-155, abr. 
2013. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.mib.2013.02.001.  
MCDONOUGH, Emilykate; KAMP, Heather; CAMILLI, Andrew. Vibrio cholerae 
phosphatases required for the utilization of nucleotides and extracellular DNA as 
phosphate sources. Molecular Microbiology, [s.l.], v. 99, n. 3, p.453-469, 16 ago. 2015. 
Wiley. http://dx.doi.org/10.1111/mmi.13128.  
MISSIAKAS, D., & RAINA, S. MicroReview The extracytoplasmic function sigma 
factors : role and regulation, 28, 1059–1066, 1998 
MISSIAKAS, D., MAYER, M. P., GEORGOPOULOS, C., & RAINA, S. Modulation of 
the Escherichia coli sigma E ( RpoE ) heat-shock transcription-factor activity by the RseA 
, RseB and RseC proteins, 24(2), 355–371, 1997 
MULCAHY, L. R. et al. Emergence of Pseudomonas aeruginosa Strains Producing High 
Levels of Persister Cells in Patients with Cystic Fibrosis. Journal Of Bacteriology, [s.l.], 
v. 192, n. 23, p.6191-6199, 8 out. 2010. American Society for Microbiology. 
http://dx.doi.org/10.1128/jb.01651-09.  
NOINAJ, Nicholas et al. TonB-Dependent Transporters: Regulation, Structure, and 
Function. Annual Review Of Microbiology, [s.l.], v. 64, n. 1, p.43-60, 13 out. 2010. 
Annual Reviews. http://dx.doi.org/10.1146/annurev.micro.112408.134247. 
76 
 
OH, C., HEU, S., YOO, J., & CHO, Y. (1999). An hrcU-Homologous Gene Mutant of 
Xanthomonas campestris pv . glycines 8ra That Lost Pathogenicity on the Host Plant but 
Was Able to Elicit the Hypersensitive Response on Nonhosts, 12(7), 633–639, 1999 
ÖSTERBERG, Sofia; PESO-SANTOS, Teresa del; SHINGLER, Victoria. Regulation of 
Alternative Sigma Factor Use. Annual Review Of Microbiology, [s.l.], v. 65, n. 1, p.37-
55, 13 out. 2011. Annual Reviews. 
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.micro.112408.134219. 
PAGET, Mark. Bacterial Sigma Factors and Anti-Sigma Factors: Structure, Function and 
Distribution. Biomolecules, [s.l.], v. 5, n. 3, p.1245-1265, 26 jun. 2015. MDPI AG. 
http://dx.doi.org/10.3390/biom5031245. 
PAGET, M. S. B., & HELMANN, J. D. Protein family review The 70 family of sigma 
factors, 1–6, 2003 
PEGOS, Vanessa Rodrigues et al. Phosphate regulated proteins of Xanthomonas citri 
subsp. citri: A proteomic approach. Journal Of Proteomics, [s.l.], v. 108, p.78-88, ago. 
2014. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2014.05.005. 
PINTO, D., & MASCBER, T. The ECF classification : a phylogenetic reflection of the 
regulatory diversity in the extracytoplasmic function 𝛔 factor protein family, 64–96, 
2016. 
PUKATZKI, S. et al. Identification of a conserved bacterial protein secretion system in 
Vibrio cholerae using the Dictyostelium host model system. Proceedings Of The 
National Academy Of Sciences, [s.l.], v. 103, n. 5, p.1528-1533, 23 jan. 2006. 
Proceedings of the National Academy of Sciences. 
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0510322103.  
RIED J. L. & COLLMER A. An nptI-sacB-sacR cartridge for constructing directed, 
unmarked mutations in gram-negative bacteria by marker exchange-eviction 
mutagenesis. Gene. 57(2-3):23946, 1987 
SAMBROOK, J. & RUSSELL, D.W., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd ed., 
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001 
SHIOTANI H. et al., A pthA homolog from Xanthomonas axonopodis pv. citri 
responsible for host-specific suppression of virulence. J Bacteriol 189:3271–3279, 2007 
SHIOTANI H, OZAKI K, TSUYUMU S. Pathogenic interactions between Xanthomonas 
axonopodis pv. citri and cultivars of pummelo (Citrus grandis). Phytopathology 90:1383–
1389, 2000 
SI, Meiru et al. Manganese scavenging and oxidative stress response mediated by type 
VI secretion system in Burkholderia thailandensis. Proceedings Of The National 
Academy Of Sciences, [s.l.], v. 114, n. 11, p.2233-2242, 27 fev. 2017. Proceedings of 
the National Academy of Sciences. http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1614902114. 
77 
 
SOUZA, Diorge P. et al. Bacterial killing via a type IV secretion system. Nature 
Communications, [s.l.], v. 6, n. 1, p.1-9, 6 mar. 2015. Springer Nature. 
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms7453. 
SPEER, Alexander et al. Surface hydrolysis of sphingomyelin by the outer membrane 
protein Rv0888 supports replication of Mycobacterium tuberculosis in 
macrophages. Molecular Microbiology, [s.l.], v. 97, n. 5, p.881-897, 4 jul. 2015. Wiley. 
http://dx.doi.org/10.1111/mmi.13073. 
STARÓN, A., et al. The third pillar of bacterial signal transduction: classification of the 
extracytoplasmic function (ECF) σ fator protein Family. Molecular Microbiology 74(3): 
557-581. Nature 475(7356): 343-347, 2009 
TESTERMAN, T. L. et al. The alternative sigma factor sigma E controls antioxidant 
defences required for Salmonella virulence and stationary-phase survival. Mol 
Microbiol.  Feb;43(3):771-82, 2002 
THIEME, F. et al. Insights into Genome Plasticity and Pathogenicity of the Plant 
Pathogenic Bacterium Xanthomonas campestris pv . vesicatoria Revealed by the 
Complete Genome Sequence, 187(21), 7254–7266, 2005, 
https://doi.org/10.1128/JB.187.21.7254 
URBANO, G. et al. The role of phytic acid in legumes: Antinutrient or beneficial 
function? J Physiol Biochem 56:283—294, 2000 
VIDAL, M. D. F. Citricultura na área de atuação do BNB., 2018. 
WANG J, et al. Bastion6: a bioinformatics approach for accurate prediction of type VI 
secreted effectors. Bioinformatics 2018;34(15):2546-2555, 2018 
WANG, Li et al. Two-Component Signaling System VgrRS Directly Senses 
Extracytoplasmic and Intracellular Iron to Control Bacterial Adaptation under Iron 
Depleted Stress. Plos Pathogens, [s.l.], v. 12, n. 12, p.1006133-1006133, 30 dez. 2016. 
Public Library of Science (PLoS). http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1006133. 
WEBER, Stephen et al. A Type IV Translocated Legionella Cysteine Phytase Counteracts 
Intracellular Growth Restriction by Phytate. Journal Of Biological Chemistry, [s.l.], v. 
289, n. 49, p.34175-34188, 22 out. 2014. American Society for Biochemistry & 
Molecular Biology (ASBMB). http://dx.doi.org/10.1074/jbc.m114.592568. 
ZOUED, Abdelrahim et al. Architecture and assembly of the Type VI secretion 
system. Biochimica Et Biophysica Acta (bba) - Molecular Cell Research, [s.l.], v. 
















Declaração de Direitos Autorais 
 
